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凡例 
本論文中で用いた略語を以下に示す。 
 
a.a ; amino acids 
Amp ; ampicillin 
  ATP ; adenocine 5’-triphosphate 
  APS ; ammonium peroxodisulfate 
AXE ; acetylxylan esterase 
BCA ; bicinchoninic acid 
bisacrylamide ; N, N’-methylenebisacrylamide 
Blast ; Basic Local Alignment Search Tool 
bp ; base pair 
BPB ; bromophenol blue 
BSA ; bovine serum albumin 
CBB ; coomassie brilliant blue 
CD ; Czapek-Dox, Circular Dichroism 
cDNA ; complementary DNA 
Da ; Dalton 
ddw ; double distilled water 
DMSO ; dimethyl sulfoxide 
DNA ; deoxyribonucleic acid 
DNase ; deoxyribonuclease 
dNTP ; deoxyribonucleotide 
DTT ; dithiothreitol 
EDTA : ethylene diamine tetraacetic acid 
Fw ; forward 
GTA ; 3,3-dimethylGlutaric acid ‒ Tris ‒ 2-Amino-2-methyl-1,3-propanediol 
h ;  hour 
HEPES ; 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethanesulfonic acid 
HPLC ; high-performance liquid chromatography 
IgG ; immunoglobulin G 
IPTG ; Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
LB ; Luria Bertani 
MES ; morpholineethanesulfonic acid 
min ; minute 
MW ; molecular weight 
NCD4 ; N-cyclohexyl-N’-(4-dimethylamino-l-naphthyl)carbodiimide 
O.D. ; optical density 
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O/N ; over night 
ORF ; open reading frame 
PAGE ; polyacrylamide gel electrophoresis 
PAS ; periodic acid-Schiff stain 
PBS ; phosphate-buffered saline 
PBSA ; polybutylene succinate-co-adipate 
PCL ; polycaprolactone 
PCR ; polymerase chain reaction 
PEG ; polyethyleneglycol 
PFA ; Perfluoroalkoxy alkane 
PIPES ; Piperazine-1,4-bis (2-ethanesulfonic acid) 
PLA ; polylactic acid 
PVDF ; polyvinylidene difluoride 
QCM ; Quartz Crystal Microbalance 
RNA ; ribonucleic acid 
RNase ; ribonuclease 
RolA ; rod like protein A 
RT ; room temperature 
Rv ; reverse 
SDS ; sodium dodecyl sulfate 
SDS-PAGE ; sodium dodecyl sulfate - poleacrylamide gel electrophoresis 
sec ; second 
SOC ; super optimal broth with catabolite repression 
TCA ; trichloroacetic acid 
TFA ; trifluoroacetic acid 
TEMED ; N , N , N', N' - tetramethyl ethlenediamine 
Tris ; tris hydroxymethyl aminomethane 
UV ; ultra violet 
wt ; wild-type 
 
その他の核酸塩基類、アミノ酸、一般化学物質は通例に従った。 
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序論 
糸状菌は多糖類、タンパク質、ポリエステル等のバイオポリマーを加水分解する酵素を多種類生産す
ることから、自然界の物質循環において分解者として重要な役割を果たしている (Ichishima 2000; Maeda 
et al. 2005; Chandra et al. 2009)。酵素による固体高分子の加水分解は病原性糸状菌が宿主に感染する際に必
須なプロセスでもあり、この能力は古くから産業的に利用されてきた (Purdy and Kolattukudy 1975; 
Sweigard et al. 1992; Wang and St Leger 2005; Machida et al. 2008; Nishimura et al. 2009) 。麹菌 Aspergillus 
oryzae はその固体高分子分解能力の高さから日本国内で発酵産業に長く利用されてきた糸状菌である 
(Machida et al. 2008; Nishimura et al. 2009)。前任者である高橋、前田らは、A. oryzae が生分解性ポリエス
テル PBSA を唯一の炭素源として資化する際にポリエステラーゼ（クチナーゼ）CutL1 と、界面活性タ
ンパク質であるハイドロフォビン RolA を生産することを見出した (Maeda et al, 2005; Takahashi et al, 
2005)。RolA は PBSA 表面を被覆し、その後 CutL1 を PBSA 表面へリクルートすることで、CutL1 に
よる PBSA 加水分解を促進する (Takahashi et al, 2005)。クチナーゼは植物感染性糸状菌が植物表面のワ
ックスエステル（クチン）を分解して感染する際に分泌することで知られ (Purdy and Kolattukudy, 1975; 
Sweigard et al, 1992)、PBSA はクチンのアナログとして CutL1 により分解される (Maeda et al, 2005; 
Takahashi et al, 2005)。また、ハイドロフォビンは糸状菌特有の低分子量の両親媒性タンパク質であり、糸
状菌の生態において、分生子の分散性向上、気中菌糸の表面張力低減、疎水表面への菌糸・分生子接着、
糸状菌細胞壁表面への防御被膜形成、宿主免疫機構からの認識回避といった重要な役割を担うことが遺
伝学的に知られている (Wessels et al, 1991; de Vries et al, 1993; Wessels JGH, 1994; Wösten et al, 1999; 
Aimanianda et al, 2009)。ハイドロフォビンはそのアミノ酸配列やハイドロパシープロファイル、自己組織
化膜の化学的特性からクラス I とクラス II に大別される (Wösten 2001)。RolA はハイドロパシープロフ
ァイルや自己組織化膜の性質が既知のクラス I ハイドロフォビンである Schizophyllum commune の SC3 
と類似していることから、クラス I ハイドロフォビンに分類される。RolA は人感染性糸状菌 Aspergillus 
fumigatus 由来ハイドロフォビン Hyp1 や、植物感染性糸状菌 Aspergillus flavus 由来ハイドロフォビン 
RodA (AfRodA) のオルソログであり (Tanaka et al, 2014)、Hyp1 や AfRodA はこれらの糸状菌において感
染因子として働く (Aimanianda et al, 2009)。 
 
界面活性タンパク質が足場となって固体高分子分解酵素をリクルートするという分子間相互作用は、
我々が新奇に発見した固体高分子分解メカニズムである (Takahashi et al, 2005; Ohtaki et al, 2006)。近年に
なり、固体表面に吸着したハイドロフォビンと、BSA や IgG、avidin が相互作用する現象 (Wang et al, 
2010) や、glucose oxidase, horseradish peroxidase, CutL1 といった酵素が固体表面上のハイドロフォビンと
相互作用する現象 (Corvis et al. 2005; Takahashi et al. 2005; Ohtaki et al. 2006; Wang et al. 2010) が報告され
てきており、固体高分子上に吸着したハイドロフォビンが高分子分解酵素を固体表面にリクルートして
固体高分子分解を促進する現象は、固-液界面での固体高分子分解において重要なメカニズムであると考
えられるようになってきた (Takahashi et al, 2005; Ohtaki et al, 2006; Ribitsch et al, 2015; Pham et al, 2016)。 
我々は、RolA-CutL1 間の相互作用をそのプロトタイプモデルと位置付けて相互作用機構の研究を行っ
てきた。前任者の上原、村垣らにより、RolA N 末端側領域に位置する 2 つの正電荷アミノ酸残基 (His32, 
Lys34) と、CutL1 の活性中心と逆側の分子表面に位置する 3 つの負電荷アミノ酸残基 (Asp142, Asp171, 
Glu31) が相互作用に累積的に寄与する（多価効果）ことを見出した (上原・平成 20 年度修論; 村垣・平
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成 22 年度修論; Takahashi et al, 2015)。また、前述のように RolA と CutL1 はそれぞれ病原性糸状菌の感
染因子に近縁のタンパク質であることから、RolA-CutL1 間相互作用のような固体高分子分解メカニズム
は糸状菌が自然環境下で生育するために重要なプロセスであり、糸状菌において普遍的に存在すると思
われる。一方、界面活性タンパク質と固体高分子分解酵素の相互作用現象を、直接証明した報告は我々
が以前に見出した A. oryzae 由来の数例 (RolA-CutL1, RolA-CutC, HsbA-CutL1) 以外にはほとんど報告が
無い (Takahahi et al, 2005; Ohtaki et al, 2006; Takahashi et al, 2015)。近年になり界面活性タンパク質－固体
高分子分解酵素間の相互作用を研究する試みはあるが、遺伝学的手法や生化学的手法を用いて、最終的
に基質分解の促進現象を捉えるという、間接的な手法による研究が殆どであり (Ribitsch et al, 2015; Brown 
et al, 2016; Pham et al, 2016)、タンパク質分子同士の相互作用現象を直接証明した例は我々の研究を除いて
未だ無い。 
そこで本博士論文研究では、ハイドロフォビンをはじめとする界面活性タンパク質と、クチナーゼを
はじめとするポリエステラーゼ間の相互作用現象を A. oryzae 以外の糸状菌において探索し、この現象が
糸状菌に普遍的に存在するかどうかを検証した。また、見出した相互作用現象について、精製タンパク
質同士を用いた相互作用キネティクス、及び相互作用機構の解析を行った。 
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第一章 遺伝子実験、タンパク質実験、糸状菌の基本操作 
第一節 遺伝子実験の基本操作 
遺伝子実験の基本的な手法は Sambrook らの方法 (Green and Sambrook, 2012) に従って行った。 
 
1-1-1 試薬･培地･菌株 
試薬は特に断りの無い限りナカライテスク、和光純薬工業の特級試薬を用いた。試薬を調製する際は
蒸留水、Milli-Q 水または 121 ˚C、15 min オートクレーブ滅菌処理した滅菌精製水を適宜用いた。 
 遺伝子実験に用いた培地、溶液等の組成、及び使用した大腸菌株は Table 1-1 に示した。 
 
1-1-2 Escherichia coli コンピテントセル調製 
 プラスミド DNA によって形質転換可能な E. coli DH5α 株、または E. coli HST08 株を塩化カルシウ
ム法によって調製した。まず、 E. coli DH5α 株 (TaKaRa Bio, Shiga, Japan) または E. coli HST08 株 
(TaKaRa Bio) を LB agar プレートにストリークし、37 ˚C、O/N 培養した。生育したコロニーを 2 x LB 液
体培地に植菌して 37 ˚C、140 min-1、O/N 振盪培養し、培養液 1.0 ml を SOB 液体培地 100 ml（500 ml 
容坂口フラスコ中）に加え、18 ˚C、125 rpm で振盪培養した。O.D.600 が 0.6 付近になったら、培養液
を氷中で 10 min 冷却し、50 ml 容ファルコンチューブ 2 本に分注した後、それぞれ 4 ˚C、3,000 rpm、
10 min 遠心した。培地を除去し、氷冷した TB (10 mM PIPES, 15 mM CaCl2•2H2O, 250 mM KCl, pH 6.7) を 
1/3 量 (16 ml) 加えてピペッティングにより穏やかに懸濁した。氷中にて 10 min 冷却した後、再び 4 ˚C、 
3,000 rpm、10 min 遠心して上清を除去し、氷冷 TB 4 ml を加え、ピペッティングにより穏やかに懸濁し
た。0.3 ml の DMSO を加え（終濃度 7 %）、氷上で 10 min 静置した後、氷上で 200 μl ずつマイクロチ
ューブに分注し、液体窒素で急凍して、-80 ˚C で凍結保管した。 
 
1-1-3 Escherichia coli 形質転換 
ヒートショック法により行った。氷中で解凍したコンピテントセル 100 μl にプラスミド DNA 溶液 1 
~ 10 μl を加えてタッピングにより混合し、氷上で 30 min 静置した。その後、42 ˚C、30 sec 加熱処理し、
氷上で 5 min 冷却した。この混合液を 1 ml の SOC 培地で希釈し、37 ˚C、1 h 培養した。この溶液を LB 
agar プレート（100 µg/ml Amp 含む）に塗布後、37˚C、O/N 培養し、抗生物質耐性形質転換体を選抜し
た。 
 
1-1-4 PCR による形質転換確認 
E. coli へのプラスミド導入確認、及び糸状菌ゲノム DNA の形質転換確認は、Ex Taq DNA polymerase 
(TaKaRa Bio) を用いて行った。E. coli のコロニーを滅菌爪楊枝で掻き取り滅菌精製水 5 µl へ懸濁したも
の、又は糸状菌菌糸より抽出したゲノム DNA 溶液を Template DNA solution とした。 
Table 1-2 に示す反応系を調製し、PCR Thermal Cycler PERSONAL (TaKaRa Bio) を用いて、95 ˚C 1 min x 
1 cycle, 95 ˚C 30 sec, 55.5 ˚C 1 min, 72 ˚C 1 min/kb x 30 cycle, 72 ˚C 2 min x 1 cycle の反応を行った。反応後
の溶液を次項に従いアガロースゲル電気泳動し、目的長増幅産物の有無を確認した。 
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Table 1-1 Media, reagents and strains for E. coli genetics 
Media 
1x Luria–Bertani (LB) (agar) bloth 2x LB bloth SOB (SOC) medium 
1 % Tryptone 
0.5 % Yeast extract 
0.5 % NaCl 
(1.5 % agar) 
adjusted to pH 7.0 with NaOH 
2 % Tryptone 
1 % Yeast extract 
0.5 % NaCl 
adjusted to pH 7.0 with NaOH 
2 % Tryptone 
0.5 % Yeast extract 
0.05 % NaCl 
10 mM MgCl2 
(20 mM glucose) 
adjusted to pH 7.0 with NaOH 
   
Reagents 
TB 1x TAE buffer  50x TAE buffer (stock solution) 
10 mM PIPES 
15 mM CaCl2·2H2O 
0.25 M KCl 
adjusted to pH 6.7 with KOH 
40 mM Tris 
2 mM EDTA 
adjusted to pH 8.0 with acetic acid 
2 M Tris 
0.1 M EDTA 
adjusted to pH 8.0 with acetic acid 
   
TE buffer   
10 mM Tris 
1 mM EDTA 
adjusted to pH 8.0 with HCl 
  
   
Strains 
Escherichia coli DH5a 
F-, Φ80dlacZΔM15, Δ(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1, hsdR17(rK-, mK+), phoA, supE44, λ-, thi-1, 
gyrA96, relA1 . 
 
Escherichia coli HST08 
F-, endA1, supE44, thi-1, recA1, relA1, gyrA96, phoA, Φ80dlacZΔM15, Δ(lacZYA-argF)U169, 
Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC), ΔmcrA, λ- 
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Table 1-2 Reaction mixture for direct PCR. 
Template DNA solution          1.0 μl 
Fw-primer (10 pmol/µl)         1.0 μl 
Rv-primer (10 pmol/µl)         1.0 μl 
10x Ex Taq buffer             1.0 μl 
dNTP mix (2.5 mM each)        0.8 μl 
Ex Taq (5 U/µl)                    0.1 μl 
Up to 10 μl with sterile DDW 
 
 
1-1-5 アガロースゲル電気泳動による DNA の解析  
DNA の電気泳動は 1x TAE (40 mM Tris-acetate, 2 mM EDTA, pH 8.0) 及び、同緩衝液で作製したアガロ
ースゲルを用いて行った。DNA の検出は 0.5 mg/ml のエチジウムブロマイドでゲルを染色し、UV–トラ
ンスイルミネーター (Ultra–Violet Products, Upland, CA, USA) または ImageQuant LAS 4000mini lumino 
image analyzer (Fujifilm, Tokyo, Japan) を用いて、蛍光を検出することで行った。この際、分子量のサイズ
マーカーとして GeneRuler™ 1 kb DNA ladder (Thermo Fisher Scientific, Kanagawa, Japan), GeneRuler™ 100 
bp DNA ladder (Thermo Fisher Scientific),  λ ファージ DNA の HindIII 消化断片のいずれかを用いた。 
 
1-1-6 プラスミド DNA の回収 
プラスミド DNA 保持 E. coli 菌株のコロニーを、LB 液体培地 3 ml（100 µg/ml Amp 含む）に植菌し、
37 ˚C、140 min-1、12 ~ 16 h 振盪培養した。培養液をエッペンドルフチューブに移し、4˚C、17,400 g、1 min 
遠心分離し、培地を除去した。その後、Mini plusTM plasmid DNA Extraction System (Viogene, New Taipei City, 
Taiwan) を用いてプラスミドを抽出し、DU®730 分光光度計 (Beckman Coulter, Tokyo, Japan) で濃度・純
度を測定した。 
 
1-1-7 制限酵素による DNA の切断 
 DNA を制限酵素で切断する際は、各々の制限酵素に添付された緩衝液中で行った。制限酵素の量は、
設定した反応時間で反応系内の DNA を 100 % 処理可能な unit 数を含み、なおかつ反応系の 1/10 量
を超えないように設定した。二種類以上の制限酵素で切断を行う場合は、制限酵素の耐熱性に応じてタ
カラバイオのウエブサイト (http://catalog.takara-bio.co.jp/product/basic_info.php?unitid=U100002666) に記
載の処理（加熱処理、エタノール沈殿、フェノール処理）を行った。その後、エタノール沈殿により DNA 
を沈殿させ、任意量の TE に再溶解させたものを次の制限酵素の反応系に添加した。 
 
1-1-8 ベクター DNA、インサート DNA の調製 
先に述べた方法で調製したプラスミドを制限酵素で完全に切断した後、アガロースゲルを用いた電気泳
動に供した。ベクター DNA (3 ~ 10 kbp) の場合は 0.7 % アガロースゲルを、インサート DNA (50 ~ 1,500 
bp) の場合は 1.5 % アガロースゲルを使用した。泳動後エチジウムブロマイド染色したゲルから、UV–
トランスイルミネーター (Ultra–Violet Products) の長波長 (366 nm) UV 照射下で目的の DNA フラグメ
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ントを切り出し、Axyprep DNA Gel Extraction kit (Axygen, Corning, NY, USA) を用いて DNA を抽出し、
DU®730 分光光度計 (Beckman Coulter) で濃度・純度を測定した。 
 
1-1-9 ライゲーション反応 
ベクター：インサート (25:25 ~ 25:125 fmol) 混合溶液と、混合溶液に等量の DNA Ligation Kit <Mighty 
Mix> (TaKaRa Bio) を PCR チューブ中で加え、混合後、16 ˚C, 30 min ~ O/N 反応させた。 
 
1-1-10 DNA の精製 
【フェノール・クロロホルム抽出】 
DNA 溶液に、氷冷した phenol: chloroform: isoamylalcohol (25:24:1) を等量添加し、ボルテックス処理し
てよく混合した。その後 4 ˚C、17,400 g、20 min 遠心し、タンパク質を含む中間層が混入しないように
上層の水層を別のチューブに移した。中間層が無くなるまで 2 ~ 3 回処理を繰り返した。 
 
【PEG 沈殿】 
プラスミド溶液を滅菌水で 100 µl にフィルアップ し、 20 µl の 5 M NaCl、40 µl の 30 % PEG#6000 
(Wako, Osaka, Japan) を加え、氷上で 1 h 静置した。その後 4 ˚C、17,400 g、15 min 遠心し、上清を除い
た。最終的に、沈殿を任意量の TE に溶解した。 
 
【エタノール沈殿】 
DNA 溶液の 1/10 量の 3 M sodium acetate (pH 5.2)、2.5 倍量の氷冷 100 % エタノールを加え、4 ˚C、
10 min 静置した。4 ˚C、17,400 g、10 min 遠心し、上清を除いた後、70 % 氷冷エタノールでリンスし、
減圧乾燥した。最終的に、任意量の TE に溶解した。 
 
1-1-11 Quikchange site-directed mutagenesis 法 
プラスミド DNA への変異導入は、PrimeSTAR HS DNA polymerase (TaKaRa Bio) 又は PfuUltra High 
Fidelity DNA Polymerase (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) を用いて行った。テンプレートとな
るプラスミドは、PEG 沈殿、エタノール沈殿により精製したものを用いた。  
 
【PrimeSTAR HS DNA polymerase を用いる場合】 
Table 1-3 Reaction mixture for Quickchenge site-directed mutagenesis by using PrimeSTAR HS DNA 
polymerase. 
Template plasmid     50 ng 
Fw-primer (10 pmol/µl)    1.5 μl  
Rv-primer (10 pmol/µl)    1.5 μl   
5x PrimeSTAR buffer    10.0 μl 
dNTP mix (2.5 mM each)    4.0 μl 
PrimeSTAR HS DNA polymerase (2.5 U/µl) 0.5 μl  
Up to 50 μl with sterile ddw 
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上記反応系 (Table 1-3) を調製し、PCR Thermal Cycler PERSONAL (TaKaRa Bio) を用いて、98 ˚C 30 sec x 
1 cycle, 98 ˚C 10 sec、55~68 ˚C (プライマーの TM 値に依り予め検討) 10 sec, 68 ˚C 1 min/kb x 30 cycle, 68 ˚C 
20 min x 1 cycle の反応を行った。反応後、1 μl (20 units) の DpnI を加え、37˚C、1 h インキュベートす
ることでテンプレート DNA を消化した。 
 
 
【PfuUltra High Fidelity DNA Polymerase を用いる場合】 
Table 1-4 Reaction mixture for Quickchenge site-directed mutagenesis by using PfuUltra High Fidelity DNA 
polymerase. 
Template plasmid      50 ng 
Fw-primer (10 pmol/µl)     10.0 μl  
Rv-primer (10 pmol/µl)     10.0 μl   
10x PfuUltra HF reaction buffer   5.0 μl 
dNTP mix  (2.5 mM each)     4.0 μl 
PfuUltra High Fidelity DNA Polymerase (2.5 U/µl)  0.5 μl  
Up to 50 μl with sterile ddw 
 
上記反応系 (Table 1-4) を調製し、PCR Thermal Cycler PERSONAL (TaKaRa Bio) を用いて、95 ˚C 2 min x 1 
cycle, 95 ˚C 30 sec、55~72 ˚C (プライマーの TM 値に依り予め検討) 30 sec, 72 ˚C 1 min/kb x 30 cycle, 72 ˚C 
20 min x 1 cycle の反応を行った。反応後、1 μl (20 units) の DpnI を加え、37˚C、1 h インキュベートす
ることでテンプレート DNA を消化した。 
 
1-1-12 DNA シーケンシング 
DNA シークエンシングは、Big Dye® Terminator V1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster 
City, CA, USA) を使用した。PCR 反応条件を以下の Table 1-5 に示す。 
 
Table 1-5 Reaction mixture for DNA sequencing. 
template DNA   100 ng 
Fw or Rv –primer  3.2 pmol 
5x Sequencing buffer  1.5 μl 
Big Dye V1.1  1.0 μl 
Up to 10 μl with sterile ddw 
 
上記反応系を調製し、PCR Thermal Cycler PERSONAL (TaKaRa Bio) を用いて 96 ˚C 1 min x 1 cycle, 96 ˚C 
10 sec, 50 ˚C 5 sec, 60 ˚C 4 min x 30 cycle、60 ˚C 4 min x 1 cycle の反応を行った。シークエンス反応液をマ
イクロチューブに移し、10 µl の滅菌 ddw、5 μl の 125 mM EDTA、60 μl の 100 % エタノールを加え、
遮光して RT、15 min 静置した。17,400 g、20 min 遠心後上清を除去し、60 μl の氷冷 70 % エタノール
で沈殿をリンスした。沈殿を減圧乾燥させた後、Hi-Di formamide 25 μl に溶解し、98 ˚C、2 min 加熱後、
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5 min 氷冷してシークエンスサンプルとした。ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) 付属
のマニュアルに従って ABI PRISM 310 Genetic Analyzer にサンプルを供し、ABI PRISM Sequencing 
Analysis version 3.0 (Applied Biosystems) でシグナル波形及び塩基配列を解析した。 
な お 、 場 合 に よ り 株 式 会 社 ア プ ロ サ イ エ ン ス の プ レ ミ ッ ク ス シ ー ケ ン ス サ ー ビ ス 
(http://aproscience.com/item/790/) を利用した。この場合、シーケンスしたい DNA 300 ng 相当量の溶液と、
プライマー 20 pmol 相当の溶液を PCR チューブ内に混合し、滅菌 ddw で 10 µl に調整したものを、
株式会社アプロサイエンスへ発送した。 
 
1-1-13 total RNA の調製 
培養した糸状菌菌糸をミラクロス (Calbiochem, La Jolla, CA, USA) にて回収し、湿菌体を液体窒素によ
り凍結した。オートクレーブ処理した乳鉢と乳棒を用い、乳鉢中で凍結菌体を破砕した。パウダー状に
なった菌体から、RNeasy Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) を用いて total RNA を回収した。 
 
1-1-14 cDNA の合成 
260 nm における吸光度からの計算値で 5 µg 量の total RNA を RNase free エッペンドルフチューブ
に移し、滅菌精製水で 100 µl とした。ここに RNase free DNase I を 5 unit 加え、37˚C, 1 h 反応させて
混在するゲノム DNA を分解した。フェノール・クロロホルム抽出を 3 回行った後、得られた水層に 1/10 
量の 3 M sodium acetare (pH 5.2)、5 倍量の氷冷 100 % エタノールを加え、4 ˚C、20 min 静置した。4 ˚C、
17,400 g、15 min 遠心し、上清を除いた後、70 % 氷冷エタノールでリンスし、減圧乾燥した。滅菌精製
水 10 µl を加えてよく懸濁し、 total RNA を再溶解させたのち、260 nm における吸光度からの計算値で 
1.8 µg 量の total RNA を、TaKaRa Highcapacity cDNA Reverse Transcription kit (TaKaRa Bio) を用いた 20 
µl の反応系で逆転写反応し、cDNA を得た。最後に、1 µl の RNase H (2 units/µl) を加え、37 ˚C、30 min 
保温して cDNA と結合している RNA を分解した。 
 
 
第二節 タンパク質実験の基本操作 
タンパク質実験に用いた溶液等の組成は Table 1-6 に示した。 
 
1-2-1 SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE) 
SDS-PAGE は Laemmli の方法 (Laemmli, 1970) に従って行った。 
 
【ゲルの作製】 
 分離ゲルは次のように作製した。Table 1-7 に示した試薬のうち、10 % SDS, TEMED を除いて混合し、
脱気した。続いて 10 % SDS、TEMED を加えよく混合し、ゲル板（DNA-PAGE 用電気泳動プレート, Nihon 
Eido, Tokyo, Japan）に流し込み、脱塩水を重層し室温にてそのまま重合させた。続いて、濃縮ゲルは次の
用に作製した。Table 1-8 に示した試薬のうち、10 % SDS, TEMED を除いて混合しを混合し、脱気した後 
10 % SDS 0.06 ml, TEMED 3 µl を加えよく混合した。1 h ほど重合させた分離ゲル上に重層し、コームを
差し込みさらにそのまま室温にて重合するまで放置した。  
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Table 1-6 Buffers and solutions for protein experiments 
For SDS-PAGE 
SDS-PAGE sample buffer SDS-PAGE buffer Coomasie staining solution 
0.12 M Tris 
10 %v/v glycerol 
5 %w/v SDS 
5%v/v 2-mercaptoethanol 
0.05 %w/v BPB 
adjusted to pH 8.8 with HCl 
50 mM Tris 
0.384 M glycine 
0.1% SDS 
50 %v/v methanol 
10 %v/v acetic acid 
0.25 %w/v CBB-R250 
   
Destaining solution   
25 % methanol 
7 % acetic acid 
  
   
For Western blotting 
Transfer buffer 1x TTBS 10x TTBS (stock solution) 
25 mM Tris 
0.192 M glycine 
0.01 %w/v SDS 
20 %v/v methanol 
49.5 mM Tris 
0.4 M NaCl 
5.4 mM KCl 
0.1 %v/v Tween-20 
adjusted to pH 7.4 with HCl 
0.495 M Tris 
4 M NaCl 
54 mM KCl 
1 %v/v Tween-20 
adjusted to pH 7.4 with HCl 
   
For protein sequencing 
Transfer buffer Ponceau S solution  
0.1 M Tris 
0.192 M glycine 
0.02 %w/v SDS 
5 %v/v methanol 
5 %v/v acetic acid 
0.1 %w/v Ponceau S 
 
   
For esterase activity analysis 
10 mM GTA buffer 0.15 M GTA (15x stock solution) 
3.3 mM 3,3-dimethylglutaric acid 
3.3 mM Tris 
3.3 mM 2-amino-2-methyl-1,3-propanediol 
adjusted to pH 3.0 ~ 10.0 by HCl or NaOH 
50 mM 3,3-dimethylglutaric acid 
50 mM Tris 
50 mM 2-amino-2-methyl-1,3-propanediol 
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Table 1-7 Mixture of various concentration of running gel for SDS-PAGE. 
    17.5% 12.5% 10% 
30 % acrylamide, 0.8 % bisacrylamide 3.5 ml 2.5 ml   2.0 ml 
1.5 M Tris-HCl (pH8.8)  1.2 ml 1.2 ml   1.2 ml 
ddw    1.18 ml 2.18 ml 2.68 ml 
1.5 % APS   0.06 ml  0.06 ml 0.06 ml 
10 % SDS   0.06 ml  0.06 ml 0.06 ml 
TEMED    5 µl 5 µl 5 µl  
 
 
Table 1-8 Mixting ratio of 3 % stacking gel for SDS-PAGE. 
30% acrylamide, 0.8% bisacrylamide 0.6 ml 
0.5 M Tris-HCl ( pH6.8)  1.2 ml 
ddw    4.08 ml 
1.5 % APS   0.06 ml 
10 % SDS   0.06 ml 
TEMED    5 µl  
 
 
【サンプル調製】 
 100 %w/v TCA を終濃度 33 %w/v となるようにタンパク質溶液に加え、4 ˚C、60 min 静置した。17,400 
g、20 min 遠心し、水流アスピレーターを用いて上清を除去した。得られた沈殿を適当量の SDS-PAGE 
sample buffer (120 mM Tris-HCl, 10%v/v glycerol, 5 %w/v SDS, 5 %v/v 2-mercaptoethanol, 0.05%w/v 
bromophenol blue, pH 8.8) に懸濁し、これを 100 ˚C、5 min 加熱処理したものを SDS-PAGE のサンプル
とした。 
 
【泳動、検出】 
 SDS-PAGE buffer (50 mM Tris, 384 mM glycine, 0.1%w/v SDS) で泳動槽 (DNA-PAGE 用電気泳動層, 
Nihon Eido) を満たし、濃縮ゲルを 20 mA、分離ゲルを 30 mA で定電流電気泳動した。相対分子質量マ
ーカーとして XL-Ladder Protein Marker Broad Range (APRO life Science Institute, Tokushima, Japan) を同時
に泳動し、イムノブロット用のマーカーには、Dr. Western (Oriental Yeast, Tokyo, Japan) を用いた。タンパ
ク質の検出は、クマシー染色液 (Coomasie staining solution) もしくは ULTRA FAST COOMASSIE STAIN 
(Nag Research Laboratories, Fremont, CA, USA) 中でゲルを振盪して染色した後、脱色液 (Destaining 
solution) 中もしくはぬるま湯中でゲルを振盪して脱色することで行った。 
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1-2-2 Western blotting 
【転写】 
 SDS-PAGE 終了後のゲルを Transfer buffer (0.192 M glycine, 25 mM Tris, 0.01 %w/v SDS, 20 %v/v 
methanol) 中で 15 min 振盪して緩衝化した。同様にして緩衝化した濾紙 6 枚及び、予めメタノールに 1 
min 浸漬して親水化処理した後 Transfer buffer に 15 min 浸漬して平衡化した Immobilon-P membrane 
(PVDF, pore size 0.45 µm, MerckMillipore, Darmstadt, Germany) を用い、 Trans-Blot SD Semi-dry 
Electrophoretic Transfer (Bio-Rad, Tokyo, Japan)で 400 mA 定電流（15 V 上限）を 25 min 印加することで
タンパク質を Immobilon-P membrane に転写した。転写後、Immobilon-P membrane を 1x TTBS (0.4 M NaCl, 
5.4 mM KCl, 49.5 mM Tris, 0.1 %v/v Tween-20, pH7.4) で洗浄した。 
 
【抗体結合反応】 
 転写後の Immobilon-P membrane を抗体希釈液 (1 % BSA を含む 1x TTBS) で適当に希釈した一次抗
体液に浸し、RT, 1 h 振盪し一次抗体を結合させた。反応後の PVDF 膜を 1x TTBS で 5 min、2 回洗浄
した後、抗体希釈液で適当に希釈した二次抗体液に浸し、RT、30 min 振盪して二次抗体を結合させた。
二次抗体を結合させた PVDF 膜を 1x TTBS で 15 min、3 回洗浄し、検出反応に用いた。  
 
【電気化学発光法 (ECL; Electrochemiluminescence) による検出】 
 SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (ThermoFisher Scientific) を用いた。SuperSignal West 
Pico Luminol/Enhancer Solution と SuperSignal West Pico Stable Peroxide Solution を 1 : 1 で混合した溶液
を PVDF 膜上に滴下し、ImageQuant LAS 4000mini lumino image analyzer (Fujifilm) を用いて化学発光検出
を行った。 
 
1-2-3 N 末端アミノ酸解析 
SDS-PAGE 終了後のゲルを Transfer buffer (0.192 M glycine, 0.1 M Tris, 0.02 %w/v SDS, 5 %v/v methanol) 
中で 15 min、2 回振盪して緩衝化した。同様にして緩衝化した濾紙 8 枚及び、予めメタノールに 1 min 
浸漬して親水化処理した後 Transfer buffer に 20 min 浸漬して平衡化した Immobilon-PSQ membrane 
(PVDF, pore size 0.2 µm, MerckMillipore) を用い、MyRun IMR-201 セミドライブロッティング装置 
(Cosmo Bio, Tokyo, Japan)で 80 mA 定電流を 120 min 印加することでタンパク質を Immobilon-PSQ 
membrane に転写した。転写後 Immobilon-PSQ membrane を Milli-Q 水で 5 min、4 回洗浄し、Ponceau S 溶
液で 2 min 振盪して染色した。さらに Milli-Q 水を数回交換しつつ振盪脱色し、30 ˚C で自然乾燥させた
あと、目的のバンドを切り出してシーケンスサンプルとした。株式会社ニッピのペプチドシーケンスサ
ービス (http://www.nippi-inc.co.jp/product/chemistry/tabid/117/Default.aspx) を利用し、エドマン分解法でシ
ーケンスサンプルの N 末端アミノ酸配列を解析した。 
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1-2-4 タンパク質の定量 
【ビシンコニン酸 (BCA; bicinchoninic acid) 法による定量】 
 BCA Protein Assay kit (ThermoFisher Scientific) を用いた。適宜希釈したサンプル液、及び BSA 標準溶
液 25 μl に対して、200 μl の Working Reagent を加え良く混合後、37 ˚C, 30 min インキュベートした。
インキュベート後、MTP-300 microplate reader (Corona Electrics, Ibaraki, Japan) を使用して 550 nm の吸光
度を測定した。BCA Protein Assay kit 付属の 2.0 mg/ml BSA 標準溶液を滅菌精製水で希釈したものを用い
て標準曲線を作成し、タンパク質量を算出した。 
 
【タンパク質バンド強度による定量】 
 1-2-1 に従って SDS-PAGE 後染色し、脱色液によって脱色したゲルのスキャン画像、もしくは 1-2-2 に
従ってウエスタンブロッティングにより蛍光発色させたメンブレンの蛍光検出画像から、ImageJ 1.44p 
(National Institute of Health, https://imagej.nih.gov/ij/) を用いて目的タンパク質のバンド強度を数値化した。
標準曲線を、定量したいタンパク質の精製標品を BCA 法により定量した後、SDS-PAGE sample buffer で
適宜 SDS 化・希釈した溶液を同時に泳動することで作成し、タンパク質量を算出した。 
内部標準を加える場合は、泳動したい SDS 化サンプルに対し、それぞれ予め SDS 化した内部標準タ
ンパク質を一定量添加・混合してから電気泳動に供した。上記と同様にバンド強度をそれぞれ数値化後、
サンプルタンパク質または標準曲線タンパク質のバンド強度を、同じレーン内にアプライされた内部標
準タンパク質のバンド強度により除算し、その値を用いて標準曲線作成、タンパク質量算出を行った。 
      
1-2-5 エステラーゼ活性測定 
 各種 p-nitrophenyl (pNP) ester (pNP acetate, pNP propionate, pNP butyrate, pNP valerate, pNP hexanoate, pNP 
octanoate, pNP decanoate, pNP dodecanoate, pNP myristate, pNP palmitate, pNP stearate; Sigma Aldrich, St. 
Louis,MO, USA) を基質として用いた。pNP acetate ~ pNP dodecanoate は DMSO で、pNP myristate ~ pNP 
stearate はクロロホルムにそれぞれ溶解し、50 mM 基質溶液とした。氷上に置いたガラス製 96 ウェル
マイクロプレート (Sansyo, Tokyo, Japan) 内に基質溶液 1 µl を添加し、アッセイバッファ (0.1 M 
Tris-HCl (pH8.0) または 10 mM GTA (pH3 ~ 10)) に希釈した酵素溶液 149 µl を添加した。即座にボルテ
ックス処理をしてよく混和し、サランラップで密封して 37 ˚C、5 min 反応させた。インキュベート後、
MTP-300 microplate reader (Corona Electrics) を使用して、遊離した p-nitrophenol 由来の 415 nm の吸光度
を測定した。標準曲線を 2.5 mM p-nitrophenol 水溶液を用いて作成し、酵素活性を算出した。さらに、
BCA 法によるタンパク定量の結果と合わせ、総活性、比活性を算出した。 
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第三節 糸状菌の基本操作    
 糸状菌 Aspergillus oryzae、Aspergillus nidulans の基本的操作に用いた試薬・培地等の組成を Table 1-9, 
1-10 に示した。 
 
1-3-1 糸状菌の培養と分生子の取得 
A. oryzae の場合、マスタープレート上の菌体もしくは分生子の 25 % グリセロール分散液（グリセロ
ールストック）、もしくはマイクロバンク (Pro-Lab Diagonistics, Round eock, TX, USA) にて保存した分生
子を寒天 (agar) 培地プレートの中心部に点植菌し、分生子が十分形成されるまで 30 ˚C、7 ~ 14 days 静
置培養した。niaD300 株 (Minetoki et al, 1996)、NSlD-tApEnBdIVdV1~2 (NSlD-ΔP5) 株 (Yoon et al, 2009) は 
PDA プレート、niaD300 株もしくは AOK11 niaD- 株 (Akita Kon-no syouten, Akita, Japan) 由来の形質転
換体は CD agar プレート、NSlD-ΔP5 株由来の形質転換体は CD-Met agar プレートを使用した。 
A. nidulans の場合、マスタープレート上の菌体もしくは分生子グリセロールストック、もしくはマイ
クロバンクにて保存した分生子を寒天培地プレートにストリークし、分生子が十分形成されるまで 37 ˚C, 
4 ~ 7 days 静置培養した。ABPU1 株 (Tani et al, 2001) は CD-ABPU agar プレート、ABPU1 株由来の形
質転換体は CD-ABU agar プレートを使用した。 
分生子の十分な形成後、0.8 M NaCl (0.01% Tween-20 含む) を適当量プレートに注ぎ、コンラージ棒状
に変形させた白金耳で分生子をかきとるようにして懸濁した。懸濁液をセルストレーナー (pore size 70 
µm; BD falcon, Franklin Lakes, NJ, USA) で濾過して菌体を除去し、05P-22 卓上遠心機 (Hitachi Koki, 
Tokyo, Japan) 及び 03 スイングローター (Hitachi Koki) で 3,000 rpm、10 min 遠心した。上清を廃棄し、
沈殿を適当量の滅菌精製水に懸濁して分生子懸濁液とした。なお、分生子濃度は、光学顕微鏡及びトー
マ血球計算盤を用いて算出した。 
 
1-3-2 形質転換（プロトプラスト PEG 法） 
 糸状菌の形質転換はプロトプラスト PEG 法 (Gomi et al, 1987) で行った。1-3-1 に従って得た糸状菌
分生子を 200 ml 前培養培地に接種し、150 rpm、24 h 振盪培養した。培養後、ミラクロス (Calbiochem) 
を被せてオートクレーブ処理した漏斗で菌体を濾取し、菌体を滅菌水で洗浄した。オートクレーブ処理
した薬匙で菌体をプレスして脱水し、一匙分の菌体を 50 ml 容チューブに取り、プロトプラスト化溶液 
(Lysing solution; 10 mM sodium phosphate buffer (pH6.0), 0.8 M NaCl, 2.5 mg/ml Yatalase (TaKaRa), 5 mg/ml 
Cellulase "Onozuka" R-10 (Yakult Pharmaceutical Industry, Tokyo, Japan), 10 mg/ml Lysing enzymes (Sigma 
Aldrich)) 20 ml を加えて懸濁した。30 ˚C、75 min-1、3 h 振盪しながら反応させ、反応液をミラクロス 
(Calbiochem) を被せてオートクレーブ処理した漏斗で濾過した。濾液を 4 ˚C、2,100 g、5 min 低加速度
遠心し、沈殿したプロトプラストを滅菌 0.8 M NaCl 10 ml に穏やかにピペッティングした。低加速度遠
心と NaCl への懸濁をもう一度繰り返してプロトプラストを洗浄した。洗浄したプロトプラストを 
solution I (10 mM Tris-HCl, 10 mM CaCl2, 0.8 M NaCl, pH 8.0) に穏やかにピペッティングして懸濁し、プロ
トプラスト濃度を光学顕微鏡及びトーマ血球計算盤を用いて測定した。2 x 108 cells/ml となるように 
solution I で希釈した後、0.2 倍容の solution II (50 mM Tris-HCl, 50 mM CaCl2, 40 %w/v PEG#4000, pH 8.0) 
を加えてよく混和した。0.2 ml のプロトプラスト溶液を 50 ml 容チューブに分注し、プラスミド DNA 
溶液を最大で 1/10 容 (20 μl, 5-20 μg plasmid DNA 含む) 加えてよく混合した後、氷中で 40 min 静置し  
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Table 1-9 Media for fungal genetics 
Potato dextrose agar (PDA) medium Czapek-dox (CD) (agar) medium 
0.4 % potato extract 
2 % glucose 
1.5 % agar 
10 %v/v 10x stock solution 
0.1 %v/v 1000x trace element 
1 %w/v glucose 
2 mM MgSO4 
(2 %w/v agar for A. oryzae) 
(1.5 %w/v agar for A. nidulans) 
   
CD-Met agar medium CD agar medium containing 0.0015 % L-methionine 
   
CD-ABU (ABPU) agar 
medium 
CD agar medium containing 0.02 % arginine, 0.000002 % biotin, (0.00005 % 
pyridoxine), 0.122 % uridine, and 0.112 % uracil 
   
selective media CD agar medium or CD-Met agar medium or CD-ABU agar medium containing 
0.8 M NaCl (CDS agar, CDS-Met agar, CDS-ABU agar) 
   
overlaying media CD medium or CD-Met medium or CD-ABU medium containing 0.8 % agar and 
0.8 M NaCl (CDS soft agar, CDS-Met soft agar, CDS-ABU soft agar) 
   
YPM (YPD) medium YPD-ABU mediim 
2 % Hipolypeptone 
1 % Yeast extract 
2 % maltose 
(2 % glucose) 
2 % Hipolypeptone 
1 % Yeast extract 
1 % glucose 
0.02 % arginine 
0.000002 % biotin 
0.122 % uridine 
0.112 % uracil 
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Table 1-10 Solutions, reagents and strains for fungal genetics 
Solutionsfor fungal media 
10x stock solution for CD medium 1000x Trace elements for CD medium 
0.7 M NaNO3 
70 mM KCl 
0.112 M KH2PO4 
adjusted to pH 6.5 with KOH 
0.1 % FeSO4·7H2O 
0.42 % ZnCl2 
0.04 % CuSO4·5H2O 
0.016 % MnSO4·5H2O 
0.01 % Na2B4O7·10H2O 
0.006 % (NH4)6Mo7O24·4H2O                          
  
Reagents for fungal transformation 
Lysing solution Solution I 
10 mM sodium phosphate buffer (pH 6.0) 
0.8 M NaCl 
0.25 % Yatalase (TaKaRa) 
0.5 % Cellulase "Onozuka" R-10 (Yakult) 
1 % Lysing enzymes (SIGMA) 
10 mM Tris 
10 mM CaCl2 
0.8 M NaCl 
adjusted to pH 8.0 with HCl 
  
Solution II Lysis buffer 
50 mM Tris 
50 mM CaCl2 
40 % PEG#4000 
adjusted to pH 8.0 with HCl 
10 mM Tris 
0.1 M NaCl 
1 mM EDTA 
1 %w/v SDS 
2 %v/v Triton X-100 
  
Strains 
Aspergillus oryzae niaD300 (NSR13) 
niaD- 
 
Aspergillus oryzae AOK11 niaD- 
niaD- 
 
Aspergillus oryzae NSlD-tApEnBdIVdV1~2 (NSlD-ΔP5) 
niaD-, sC-, adeA-, ΔargB::adeA-, ΔligD::argB, ΔpyrG::adeA, ΔtppA, ΔpepE, ΔnptB, ΔdppIV, ΔdppV::pyrG 
 
Aspergillus nidulans ABPU1 
biA1, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4 
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た。そこに solution II 1 ml を加えてよく混和し、さらに RT、20 min 静置した。その後 solution I 10 ml を
加えてよく混和し、4 ˚C、2,100 g、5 min 低加速度遠心してプロトプラストを回収した。回収したプロト
プラストを 0.2 ml の solution I に穏やかにピペッティングして懸濁し、オートクレーブ後 50 ~ 60 ˚C 程
度で保温した重層培地 5 ml を加えて素早く混和後、凝固しないうちに、選択培地へ重層した。これを、
コロニーが再生し分生子を形成するまで静置培養した。 
 なお、親株として選択した糸状菌株に応じて、前培養培地 (preculture media)、選択培地 (selective media)、
重層培地 (overlaying media)、培養温度は適宜変更した。各条件を Table 1-11 に示す。 
 
 
Table 1-11 Media and cultivate conditions at protoplast-PEG method 
Parental strain preculture media selective media overlaying media cultivate temperature 
A. oryzae niaD300 YPD merium CDS agar  CDS soft agar  30 ˚C 
A. oryzae NSlD-ΔP5 YPD medium CDS-Met agar CDS-Met soft agar 30 ˚C 
A. nidulans ABPU1 YPD-ABU medium CDS-ABU agar CDS-ABU soft agar 37 ˚C 
 
 
1-3-3 形質転換候補株の選択 
【生産試験】 
3 ml の生産培地 (A. oryzae: YPM 液体培地、A. nidulans: YPD-ABU 培地) を入れてシリコ栓をしたガラ
ス試験管 (Φ 18 mm, L 200 mm) に形質転換候補株の分生子を植菌し、30 ˚C、140 min-1、24 h 振盪培養し
た。培養上清と菌体をミラクロスで分離し、培養上清を SDS-PAGE に供して目的タンパク質のバンドの
有無を確認した。 
 
【ゲノム PCR】 
Green らの方法 (Green and Sambrook, 2012)及び van Zeijl らの方法 (van Zeijl et al, 1997) を参考にした。 
生産試験において得た菌体を、オートクレーブ処理したエッペンドルフチューブに移し、適当量 (0.3 g) 
のガラスビーズ、200 μl lysis buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 2 %v/v Triton X-100, 
1 %w/v SDS, pH 8.0)、200 μl phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) を加え、ボルテックスで 5 min 激
しく攪拌した。その後 TE 0.3 ml を加えてよく混和し、4 ˚C、17,400 g、5 min 遠心分離した後、上清を、
別のオートクレーブ処理したエッペンドルフチューブに移した。氷冷 100 % エタノールをエタノール終
濃度約 70 % となるように添加し、反転混和し、4 ˚C、17,400 g、5 min 遠心分離した。上清を除去し、
氷冷 70 % エタノールで沈殿をリンスした。沈殿を減圧乾燥し、100 μl の TE (20 μg/ml RNaseA を含む) 
に溶解させた。このようにして得たゲノム DNA 溶液 1 μl をテンプレートとし、形質転換プラスミドベ
クターの配列内に設計したプライマーを用いて PCR を行うことで、目的配列がゲノム上に組み込まれた
かを確認した。PCR の方法は 1-1-4 に従って行った。 
 
生産試験において目的タンパク質が生産され、ゲノム PCR で目的長の増幅産物が得られた株を形質転
換候補株とした。 
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1-3-4 単核分生子濃縮法による核の純化 
 A. oryzae の菌糸及び分生子は複数の核を有する多核の形態をとり、形質転換の際に目的遺伝子が導入
された核と、非導入核の 2 つが共存する株が生育する可能性があるため、このような株を排除し、目的
遺伝子が導入された核のみを持つ株を純化する必要がある (Hara et al, 2004) 。形質転換候補株中に存在
する単核の分生子を選抜し継代すれば、目的遺伝子が導入された核のみを持つ株を純化できる確率が高
くなる。そこで、単核の分生子は多核のそれと比較して大きさが小さいという特性を生かし、メンブレ
ンフィルターを通すことで単核の分生子を濃縮し、それらを単分生子からコロニーが形成されるように
継代培養を行った。方法は Hara らの方法 (Hara et al, 2004) に従った。0.8 M NaCl (0.01% Tween-20 含む)
に懸濁した分生子を、フィルターホルダー  (Advantec, Tokyo, Japan) にセットした  ISOPORE 
MEMBRANE FILTER (pore size 5 μm, Φ 25 mm; MerckMillipore) にテルモシリンジ (Terumo, Tokyo, Japan) 
を用いて通した。この操作により通過した分生子の約 80 % が単核の分生子からなる濃縮画分を調製し
た。これを、1 個の分生子から 1 個のコロニーが形成されるように滅菌精製水で 104 ~ 106 倍程度に段
階希釈し、1-3-1 に示した agar プレートにコンラージ棒を用いて塗布した。30 ˚C、5 ~ 10 days 静置培養
し、生育したシングルコロニーを拾って生産試験及びゲノム PCR により形質転換核の存在を確認した。
ここまでの一連の操作を繰り返し 2 回以上行った株を形質転換株とした。形質転換体は 1-3-1 に示した 
agar プレート上に生育した状態（マスタープレート）でパラフィルムにより密閉して冷蔵保管するか、
分生子懸濁液を調製後、グリセロールストックまたはマイクロバンクとし、液体窒素で急速凍結後、-80 ˚C 
で保管した。 
なお、A. nidulans は、菌糸は多核であるが分生子が単核であるため、上記の一連の操作を 1 回（継代
時の培養温度は 37 ˚C）行い、形質転換株とした。形質転換体は、A. oryzae と同様の方法（マスタープ
レート、グリセロールストック、マイクロバンク）で保存した。 
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第二章 Aspergillus oryzae CutL1 と相互作用する異種糸状菌由来界面活性タンパク質の探索  
第一節 緒言  
固体表面に吸着して足場となる界面活性タンパク質と、それによりリクルートされる固体高分子分解
酵素の組み合わせは、これまでに我々が A. oryzae より見出した数例しか報告されていない (Takahashi et 
al, 2005; Ohtaki et al, 2006; Takahashi et al, 2015)。すなわち、A. oryzae 以外の糸状菌においても同様の相互
作用現象や、その相互作用現象による固体高分子分解機構が存在するかどうかは未だよくわかっていな
い。そこで、相互作用現象のプロトタイプモデルとして見出した、RolA, CutL1 に近縁の、RolA オルソ
ログと CutL1 オルソログの組み合わせにおいて相互作用を探索し、我々の見出した相互作用理論を糸状
菌一般へ拡張することとした。 
 
 
第二節 糸状菌の界面活性タンパク質 RolA オルソログ、ポリエステラーゼ CutL1 オルソログ探索 
2-2-1 RolA オルソログの探索        
我々のこれまでの研究により、RolA は class I ハイドロフォビンであると考えられる (Takahshie et al, 
2005; Tanaka et al, 2014)。class I ハイドロフォビンと class II ハイドロフォビンにおいてはアミノ酸配列
及び分子量に大きな差がある (Wosten, 2001) ことから、class I ハイドロフォビンから RolA オルソログ
を探索するのが適当であると考えた。 
 
【方法】 
下記の二種類のデータベースを用い、子嚢菌類、担子菌類糸状菌の class I ハイドロフォビンアミノ酸
配列を 71 種類取得した (Table 2-1)。 
・National Center for Biotechnology Information (NCBI; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
・Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG; http://www.genome.jp/kegg/) 
取得した配列を用い、GENETYX ver.10 software (GENETYX, Tokyo, Japan) 及び  ClustalW ver. 2.1 
(ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/software/clustalw2/2.1/; Larkin et al, 2007) を使用してアラインメントと系統樹を作成
した。さらに、系統解析により RolA と近縁であると推測されるハイドロフォビン 8 種類について、同
様にアラインメントと系統樹を作製した。 
 
【結果】 
作成した系統樹及びアラインメントを Fig 2-1 に示す。また、各ハイドロフォビンの推定シグナル配
列プロセッシング位置から、最初の Cys 残基までの間の N 末端側領域に存在する正電荷残基 (Arg, His, 
Lys) 数を Table 2-1 に併記した。 
系統解析の結果、子嚢菌類と担子菌類で系統が大別され、さらに、子嚢菌ハイドロフォビンにおいて、
Aspergillus 属及び一部の Penicillium 属糸状菌由来のハイドロフォビンが集団を形成した (Aspergillus 
クレード) (Fig. 2-1c)。RolA と Aspergillus クレード内の各ハイドロフォビンのとのアミノ酸一致率は
50 % 以上であり、それ以外のハイドロフォビンとのアミノ酸一致率 (25 ~ 50 %) よりも高かったため、
Aspergillus クレードのハイドロフォビンはそれぞれ RolA オルソログであると考えた (Fig 2-1b, c)。 
また、アラインメント解析の結果、Aspergillus クレード内のハイドロフォビンは、N 末端側領域に 3 個
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以上の正電荷残基を有していた (Fig. 2-1a, Table 2-1)。その他の子嚢菌ハイドロフォビンは、N 末端側領
域に全く正電荷残基を持たないものと 2 個以上の複数の正電荷残基を持つものに大別され、Hcf4 
(Passarola fulva) のように長大な N 末端側領域に 30 個もの正電荷残基を有するものも存在した (Table 
2-1)。一方担子菌類ハイドロフォビンは、N 末端側領域内に 9 個の正電荷残基を持つ Hydpt1 (Pisolithus 
tinctrius)、3 個の正電荷残基を持つ SC6 (Shizophyllum commune) を除き、N 末端側領域内の正電荷残基
は 0 ~ 2 個しか存在しなかった (Table 2-1)。 
 
2-2-2 CutL1 オルソログの探索        
 2-2-1 より、RolA オルソログが Aspergillus 属、Penicillium 属に広く分布していることが示唆された。
そこで、RolA オルソログと相互作用するであろう CutL1 オルソログが同様に糸状菌に遍在すると推測
して、CutL1 オルソログであるクチナーゼを探索することとした。 
 
【方法】 
 Carbohydrate-Active enZYmes Database (CAZY; http://www.cazy.org/) を用いて CutL1 の酵素学的分類を
予備調査したところ、CutL1 はじめとするクチナーゼ (EC 3.1.1.72) は、アセチルキシランエステラーゼ 
(AXEs; EC 3.1.1.74) とともに Carbohydrate Esterase family 5 に分類されることが分かった (Ettinger et al, 
1987; Martinez et al, 1992)。そこで、2-2-1 同様 NCBI, KEGG の二種類のデータベースを用い、糸状菌由
来のクチナーゼ及び AXE のアミノ酸配列を 82 種類取得した (Table 2-2)。 
取得した配列を用い、GENETYX ver.10 software (GENETYX) 及び ClustalW ver. 2.1 を使用してアライ
ンメントと系統樹を作成した。さらに、系統解析により CutL1 と近縁であると推測されるクチナーゼ 10 
種類について、同様にアラインメントと系統樹を作製した。 
 
【結果】 
作成した系統樹及びアラインメントを Fig 2-2 に示す。また、各クチナーゼにおいて、CutL1-E31, D142, 
D171 に対応する位置の残基が負電荷残基 (Asp, Glu) である数（保存度）を Table 2-2 に併記した。 
系統解析の結果、糸状菌由来のクチナーゼは次の 3 つの系統に大別された (Fig 2-2c)。 
 
(i) Aspergillus 属、Fusarium 属を中心とする子嚢菌類由来クチナーゼ 
(ii) その他の子嚢菌類由来クチナーゼ及び担子菌類由来クチナーゼ 
(iii) AXE 及び AXE に類似した子嚢菌類・担子菌類由来クチナーゼ 
 
系統 (i) はさらに、CutL1 を含む Aspergillus 属のクチナーゼ (Aspergillus クレード) と Magnaporthe 
属・Fusarium 属のクチナーゼに分かれ、Aspergillus クレード内のクチナーゼと CutL1 とのアミノ酸一
致率は 40 ~ 80 % だった (Fig 2-2b, c)。他のクチナーゼと CutL1 とのアミノ酸一致率は最大でも 50 % 
未満だったことから、見出した Aspergillus クレード内のクチナーゼは CutL1 オルソログと考えた。 
また、アラインメント解析の結果、RolA との相互作用部位として見出した CutL1-E31, D142, D171 の 
(Takahashi et al, 2015) に対応するアミノ酸残基のうち、系統 (i) 内のクチナーゼでは二つ以上の負電荷残
基が保存されているものが殆どだった (Fig 2-2a, Table 2-2)。系統 (ii), (iii) においては CutL1-E31, D142, 
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D171 に対応する負電荷残基の保存性は 3 箇所中 0 ~ 1 個と低かったが、CutA (Botrytis cinerea), 
CCM_06186 (Cordyceps militaris), SCHCODRAFT_104032, SCHCODRAFT_109319 (S. commune) のように、
2 つ以上の負電荷残基を保存しているものも存在した (Table 2-2)。 
 
 
第三節 A. nidulans が持つ A. oryzae RolA オルソログ (RodA) の発現・精製  
2-3-1 rodA 発現 A. oryzae 株造成      
 RolA-CutL1 間の相互作用における KD 値は 10-9 M (100 nM) オーダーであり、抗原抗体反応並に強い 
(Takahashi e al, 2005)。また、前任者の研究によって、相互作用に関与する RolA 側のアミノ酸残基は、RolA 
N 末端側領域内の正電荷残基 (H32, K34) であることが分かっている (Takahashi et al, 2015)。そこで、
RolA と同様に N 末端側領域内に正電荷残基を持つ RolA オルソログは、CutL1 とある程度の強度で相
互作用可能ではないかと予想した。そこで、Fig 2-1 に示した RolA オルソログのうち、モデル糸状菌で
ある Aspergillus nidulans のハイドロフォビン RodA (EAA60596.1) を用いて、CutL1 との間の相互作用を
検証することとした。 
RodA の発現・精製においては、タンパク質生産能力に優れており、A. nidulans に比較的近縁の糸状菌
である A. oryzae を宿主とした異種発現系を構築することとした。本項目で用いたプライマーの配列及び
プラスミドはそれぞれ Table 2-3, 2-4 に示した。A. nidulans ABPU1 株を CD-ABPU 液体培地中で培養し、
菌体を取得した。この菌体から 1-3-3 と同様にしてゲノム DNA を取得した。ゲノム DNA をテンプレ
ートとし、rodAF1, rodAR プライマーセット及び PrimeSTAR HS DNA polymerase (TaKaRa Bio) を用いて 
rodA ORF とその周辺部の塩基配列を含む断片を増幅した。この増幅断片を 1-1-8 と同様にして精製後、
これをテンプレートとして、rodAF2, rodA R プライマーセット及び PrimeSTAR HS DNA polymerase を用
いて rodA ORF を増幅した。増幅した断片を Mighty TA-cloning Reagent Set for PrimeSTAR (TaKaRa bio) 
を用いて pMD20 T-vector (TaKaRa Bio) へライゲーションし (pMD20-AnrodA)、E. coli HST08 株へ形質転
換した。コロニー PCR によってプラスミドの導入を確認し、M13 primer M4 (TaKaRa Bio)、M13 primer Rv 
(TaKaRa Bio) を用いた DNA シーケンシングによりプラスミドのマルチクローニングサイト付近の塩基
配列を解析することで、rodA ORF のサブクローニングを確認した。その後、pMD20-AnrodA を抽出・精
製し、NdeI, XbaI で順次プラスミドを切断して rodA ORF を切り出した。切り出した断片は 1-1-8 に従
って精製し、インサート断片とした。A. oryzae 用のベクターとしては、マルトース誘導によって目的遺
伝子の転写を強力に誘導可能な大腸菌‐麹菌シャトルベクターである pNGA142 (Minetoki et al, 1998; 
Tamalampudi et al, 2007) を選択した。pNGA142 を SalI, XbaI で順次切断し、1-1-8 に従い精製してベクタ
ー断片とした。ベクター断片とインサート断片を 1-1-9 に従ってライゲーションし、E. coli HST08 株へ
形質転換した。rodA F2, rodA R プライマーセット又は P-glaA Fw, T-agdA Rv プライマーセットを用いた
コロニー PCR によってプラスミドの導入を確認し、P-glaA Fw, T-agdA Rv を用いた DNA シーケンシン
グによりプラスミドのマルチクローニングサイト付近の塩基配列を解析することで、rodA ORF がプラス
ミド内に正常に導入されていることを確認し、発現プラスミド pNGA142-AnrodA とした。 
 pNGA142-AnrodA は抽出・精製後、10 µg 相当量を MunI で処理してリニア化した。リニア化後エタ
ノール沈殿し、20 µl の TE に溶解させて、A. oryzae NSlD-ΔP5 株へ形質転換した。形質転換で得られた
コロニーを 1-3-3, 1-3-4 に従って選択・純化し、rodA 発現株 A. oryzae AnrodA とした。  
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2-3-2 リコンビナント RodA (rRodA) 精製       
QCM  解析に使用するために、2-3-1 で作製した A. oryzae AnrodA 発現株からリコンビナント RodA 
(rRodA) を精製した。精製法は、高橋らが報告した RolA 精製法 (Takahashi et al, 2005; Takahashi et al, 
2015) に準じて行った (Scheme 2-1)。 
 
【方法】 
YPM 液体培地 400 ml を入れた 1 L 容バッフルつき三角フラスコ 13 本（全量 5.2 L）に、AnrodA 発
現株の分生子を 1 x 106 spores/ml となるように接種し、30 ˚C, 150 rpm, 24 h 振盪培養した。培養液をミラ
クロス (Calbiochem) を用いてろ過し、菌体を除去して培養上清を得た。培養上清に、30 % 飽和となる
よう、ペリスタポンプを用いて 90 % 飽和硫安水溶液を加え、R-10A アングルローター (Hitachi Koki) と
金属製遠心管 (Hitachi Koki) を用いて 4 ˚C、8,000 g、30 min 遠心分離することで上清画分（可溶性画分）
を得た。上清画分を、10 mM Tris-HCl (pH 8.0) / 30 % 飽和硫安を用いて緩衝化した Phenyl Sepharose CL-4B 
(GE Healthcare Bio-Sciences, Pittsburgh, PA ,USA) カラムに供し、吸着画分を硫安の 30 - 0 % 直線飽和度勾
配で溶出させた。溶出画分を SDS-PAGE に供し、RodA の推定分子量 (14 kDa) にバンドが確認された
画分を回収した。回収した画分を 5 mM Tris-HCl (pH 9.0) に対して透析し、同緩衝液で緩衝化した 
Cellufine Q-500 (JNC, Tokyo, Japan) カラムに供した。吸着画分を NaCl 0 - 0.3 M の直線濃度勾配で溶出さ
せ、溶出画分を SDS-PAGE に供した。RodA の推定分子量 (14 kDa) にバンドが確認された画分を回収
し、10 mM citrate-NaOH (pH 4.0) に対して透析し、同緩衝液で緩衝化した SP-Sepharose FastFlow (GE 
Healthcare Bio-Sciences) カラムに供した。吸着画分を NaCl 0 - 0.3 M の直線濃度勾配で溶出させ、溶出画
分を SDS-PAGE に供した。RodA の推定分子量 (14 kDa) にバンドが確認された画分を回収し、回収し
た画分を ddw に対して透析し、凍結乾燥したものを精製標品としてシリカゲル乾燥下で保管した。 
 
【結果】 
精製前後の SDS-PAGE 結果を Fig. 2-3 に、精製表を Table 2-3 に示す。rRodA と思われる 14 kDa の
タンパク質 0.77 mg を、SDS-PAGE で単一バンドを示す精製タンパクとして単離した。 
異種発現であるためか、RolA 野生型の高発現株と比較すると発現量は低かった。また、rRodA と思わ
れる 14 kDa タンパク質は RolA よりも凝集しやすく、精製時に凝集による損失が大きかった。 
 
2-3-3 rRodA の N 末端側ペプチドシーケンス解析      
 2-3-2 で得た精製タンパク質が本当に RodA であるか、また、シグナルペプチドのプロセッシング位
置が A. nidulans で発現した際の本来の位置と同じであるかどうかについて確認することとした。 
 
【方法】 
2-3-2 で得た精製タンパク質 2 µg を SDS-PAGE に供し、1-2-3 に従って N 末端側 5 残基分のアミ
ノ酸配列を解析した。解析で得られた配列を NCBI の Protein Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) に
供してアラインメント解析を行い、タンパク質の同定を行った。 
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【結果】 
N 末端側のアミノ酸配列として、L-P-P-A-H の配列を得た。 
この配列を Protein Blast により解析したところ、RodA (AN8803.2; EAA60596.1) の 19 ~ 24 番目の内
部配列と 100 % 一致した。また、シグナルペプチド開裂位置は NCBI に登録されたアノテーションと
一致しており、SDS-PAGE による分子量 (14 kDa; Fig 2-3) も、予測された mature protein の分子量と一
致していた。以上から、2-3-2 で得られた 14 kDa タンパク質は、rRodA であると考えられた。そこで、
QCM を用い、CutL1 との相互作用解析を行うこととした。 
 
 
第四節 A. nidulans rRodA と A. oryzae CutL1 間の相互作用解析     
2-4-1 CutL1 の精製          
QCM  解析に使用するための材料として、アナライトとなる CutL1 を精製した。CutL1 高発現株は、
遺伝子情報システム学分野より分譲して頂いた A. oryzae CutL1 高発現株（pNGA142 ベクターに cutL1 
ORF を組み込んだプラスミドを、A. oryzae AOK11 niaD- 株に形質転換（村垣修士論文）した株）を用い
た。また、精製法は前田らが開発し (Maeda et al, 2005)、村垣が改良（村垣・平成 22 年度修士論文）し
た方法をさらに改良して行った (Scheme 2-2)。 
 
YPM 液体培地 400 ml を入れた 1 L 容バッフルつき三角フラスコ 3 本（全量 1.2 L）に、CutL1 高
発現株の分生子を 1 x 106 spores/ml となるように接種し、30 ˚C、150 rpm、24 h 振盪培養した。培養液を
ミラクロス (Calbiochem) を用いてろ過し、菌体を除去して培養上清を得た。培養上清に、20 % 飽和と
なるよう、ペリスタポンプを用いて 90 % 飽和硫安水溶液を加え、R-10A アングルローター (Hitachi 
Koki) と金属製遠心管 (Hitachi Koki) を用いて 4 ˚C、8,000 g、30 min 遠心分離することで上清画分（可
溶性画分）を得た。上清画分を、10 mM MES-NaOH (pH 5.5) / 20 % 飽和硫安を用いて緩衝化した Phenyl 
Sepharose CL-4B (GE Healthcare Bio-Sciences) カラムに供し、吸着画分を二段階の直線濃度勾配（20 - 0 % 
硫安飽和度勾配、及び 10 - 0 mM MES 濃度勾配）で溶出させ、ddw でさらに溶出させた。溶出させた全
画分を、pNP-butyrate を用いた簡易活性測定 (50 mM pNP-butyrate 1 μl と 0.1 M Tris-HCl (pH8.0) 150 μl 
の混合溶液に 1 μl の各溶出画分を加え、37 ˚C, 30 min インキュベート) に供し、発色が見られた画分を 
SDS-PAGE に供した。CutL1 (19.7 kDa) のバンドが確認された画分を回収し、回収した画分を 10 mM 
MES-NaOH (pH 5.5) に透析して、同緩衝液で緩衝化した  SP-Sepharose FastFlow (GE Healthcare 
Bio-Sciences) カラムに供した。吸着画分を NaCl 0 - 0.3 M の直線濃度勾配で溶出させ、全溶出画分を上
記と同様に簡易的に活性測定した。活性が見られた画分を SDS-PAGE に供し、CutL1 (19.7 kDa) のバン
ドが確認された画分を回収した。回収した画分を ddw に対して透析し、凍結乾燥したものを精製標品と
してシリカゲル乾燥下で保管した。 
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2-4-2 QCM を用いた rRodA-CutL1 間相互作用解析      
rRodA をリガンドとして QCM センサーの電極上へ固定化し、その後緩衝液中で CutL1 を順次添加
することで、rRodA と CutL1 との間の相互作用キネティクスを解析することとした。 
 
【方法】 
1. 解析準備 
2-3-2 で精製した rRodA を揮発性緩衝液である 10 mM ammonium acetate (pH 7.0) に溶解し、1 µg 相
当量ずつ PCR チューブに分注した後、減圧乾燥した。また、測定用緩衝液として、10 mM sodium phosphate 
(pH 6.0) 及び 10 mM sodium phosphate / 0.25 M NaCl (pH 6.0) を調製し、0.2 μm の DISMIC-25cs 
(Advantec) にて濾過することにより、ゴミ等の不溶物を除去した。 
2. センサー洗浄 
 測定装置として用いる Affinix QNµ (QCM2005; Initium, Kanagawa, Japan) 用のセンサーセル (QCMSC; 
Initium) の、セル内壁及び電極表面を 1 % SDS を含ませた綿棒で優しく擦り洗いし、milli-Q 水で洗い流
した後、エアダスターで水滴を飛ばした。次に、電極上にピランハ溶液（過酸化水素水：濃硫酸 = 3 :1）
5 µl を滴下し、5 min 静置して汚れを酸化・剥離させた。milli-Q 水で洗い流した後、エアダスターで水
滴を飛ばし、ピランハ溶液を再度滴下して 5 min 静置した。この操作をもう一度繰り返し、最後に milli-Q 
水で洗い流した後、エアダスターで水滴を飛ばした。 
3. rRodA（リガンド）固定化 
洗浄直後のセンサーセルの発振周波数を AffinixQNµ で測定した。次に、rRodA を 100 µg/ml となる
よう milli-Q 水に溶解させ、10 μl (1 µg rRodA) をセンサーセルの電極上に滴下した。乾燥しないようプ
ラスチックシャーレ密閉下で RT、30 min 自然吸着させ、milli-Q 水でリンスしてエアダスターで水滴を
飛ばした。固定化後のセンサーセルの発振周波数を AffinixQNµ で再度測定し、固定化前の発振周波数
との差から rRodA 固定化量を算出した。 
4. CutL1（アナライト）吸着キネティクス解析 
rRodA 固定化センサーセルを AffinixQNµ に装着し、測定用緩衝液 500 µl を添加後、撹拌子付カバー
を装着した。30 ˚C、800 rpm で発振周波数の安定化まで待機し、その後、測定用緩衝液に任意の濃度で
溶解させた CutL1 を添加した。「発振周波数安定化→CutL1 添加」のサイクルを、CutL1 添加時に発振
周波数が低下しなくなるまで 10 回程度繰り返した。 
得られた周波数データを、Aqua software v1.2 (Initium) に入力して  Langmuir 等温吸着式への 
Non-Linear フィッティングを行い、結合解離定数 KD 値及び最大結合量 Bmax 値を算出した。 
 
【結果】 
 測定用緩衝液条件毎に n = 3 で測定した。結果を Fig 2-4 及び Table 2-6, 2-7 に示す。 
QCM 金電極 (S = 4.9 mm2) への rRodA 固定化量は 557.3 ± 114.8 Hz となった。AffinixQNµ における
周波数変化値 100 Hz は、電極上の物質の結合・解離 3 ng に相当する (Okahata et al, 1998) ことから、
rRodA の固定化量は 16.7 ± 3.4 ng であった。rRodA (理論分子量 13935.53 Da) を球状タンパク質と仮定
した場合の理論分子直径（分子直径 (nm) = 0.0967 x (分子量 [Da]) 0.3812; Initium）から、4.9 mm2 の QCM 金
金電極は rRodA 11.1 µg で理論上完全に被覆されると考えられ、上記の結果から、QCM 金電極は rRodA 
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で完全被覆できていると判断した。 
 次に、rRodA 固定化電極に対し 10 mM sodium phosphate (pH 6.0) 中で CutL1 をインジェクションした
ところ、インジェクション毎に周波数減衰が観測され、KD 値は 242.7 ± 88.0 nM、Bmax 値は 302.7 ± 179.5 
Hz (0.322 ± 0.134 mol CutL1/mol rRodA)であった。10 mM sodium phosphate / 0.25 M NaCl (pH 6.0) 中では、
CutL1 インジェクション時の周波数減衰が 10 mM sodium phosphate (pH 6.0) 中で測定した場合より小さ
く、算出された KD 値は 983.7 ± 156.2 nM、Bmax 値は 81.1 ± 40.6 Hz (0.11 ± 0.05 mol CutL1/mol rRodA) 
となった。 
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第五節 考察           
 本章では、A. oryzae における RolA-CutL1 間のような、足場タンパク質‐固体高分子分解酵素間の相
互作用現象が他の糸状菌にも普遍的に存在するか検証するため、まず、RolA に類似したハイドロフォビ
ン及び CutL1 に類似した酵素群を探索した。アミノ酸配列のアラインメント解析や系統解析から、
Aspergillus 属糸状菌においては RolA オルソログ、CutL1 オルソログが存在していることが示唆された 
(Fig. 2-1)。また、RolA オルソログは RolA 同様に、N 末端側領域に多数の正電荷残基を有しており、
CutL1 オルソログにおいては CutL1-E31, D142, D171 に相当する負電荷残基の保存性が高かった (Fig. 
2-2)。これまでの研究によって、RolA の N 末端側領域に存在する正電荷残基数が CutL1 との相互作用
に重要であると推測されている (上原・平成 20 年度修士論文、村垣・平成 22 年度修士論文、對馬・平成
24 年度修士論文, Takahashi et al, 2015) ことから、RolA と同数の正電荷残基を N 末端側領域内を持つ、
RolA オルソログの A. nidulans RodA を用い、A. oryzae により異種発現・精製した rRodA と A. oryzae 
cutL1 との間の相互作用を解析することとした。 
 
 QCM を用い、金電極上に固定化した rRodA と、CutL1 との間の相互作用キネティクスと pH 6 の緩
衝液中で解析した。解析の結果、rRodA と CutL1 はイオン的に相互作用することが示唆された (Fig. 2-4, 
Table 2-6, 2-7)。このように RolA 以外の RolA オルソログハイドロフォビンも CutL1 と相互作用したこ
とや、前述の CutL1 オルソログ内での、CutL1-E31, D142, D171 に相当する負電荷残基の高い保存性か
ら、Aspergillus 属糸状菌においては、RolA オルソログが足場タンパク質となり、CutL1 オルソログとイ
オン的相互作用する可能性が高いと推測された。 
 しかしながら、rRodA-CutL1 間の KD 値は 242.7 ± 88.0 nM (Fig. 2-4, Table 2-6) と、RolA-CutL1 間の 
KD 値 6.5 ± 1.0 nM (Takahashi et al, 2015) と比較して 40 倍程度大きかった。また、RolA-CutL1 間の 
Bmax 値は 0.78 ± 0.03 mol CutL1/mol RolA （村垣・平成 22 年度修士論文）であったが、rRodA-CutL1 間
の Bmax 値  0.11 ± 0.05 mol CutL1/mol rRodA と  7 倍の差があり、rRodA-CutL1 間の相互作用は 
RolA-CutL1 と比較して弱いことが示された。この相互作用の差はタンパク質同士の高次構造の違いに有
るのではないかと考え、構造が既知のクラス I ハイドロフォビンである DewA (A. nidulans; Protein Data 
Bank ID code: 2SLH)  の高次構造情報をテンプレートとし、 SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org/) 
でホモロジーモデリングを行ったところ、RolA, RodA は共にハイドロフォビンに特徴的な β-バレルコア
構造 (Hakanpää et al, 2004; 2006; Kwan et al, 2006; Morris et al, 2013) を有しており、N 末端側領域のうち、
最初の Cys 残基の直前に小さな α-ヘリックス (RolA: Y44 ~ K51, RodA: Y49 ~ A53) を持つことが示唆
された (Fig. 2-1a, 2-5)。α-ヘリックス部より N 末端に近い領域は DewA (Morris et al, 2013) 同様に構造を
モデリングできず、ランダム構造であると予測された (Fig. 2-5)。ホモロジーモデリングにおいて N 末
端側領域の高次構造に大きな差異は見出せなかったが、正電荷残基の分布は RolA と RodA で異なり、
RolA は H32, K34 と K41, K46, K51 がそれぞれ 5 残基以内の間隔に密集しているのに対し、RodA では 
H23, K35, K41, K51, K56 と、互いに分散した位置にある (Fig. 2-1a)。ここから、ハイドロフォビン N 末
端側領域内に存在する正電荷残基の密集度の違いが、CutL1 に対する RolA と rRodA の親和性の差につ
ながったのではないかと考えられる。  
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Table 2-1 Class I hydrophobins for phylogenetic analysis and alignment analysis 
Protein Genbank 
accession No. 
No. of Arg, His, Lys 
in N terminus region 
Species phylum 
ACLA_010960 (RodA) EAW12669.1 4 Aspergillus clavatus Ascomycetes 
ACLA_048810 EAW10409.1 2 
AFLA_098380 (RodA) EED46175.1 5 Aspergillus flavus 
AFUA_8G07060 EAL85466.1 4 Aspergillus fumigatus 
RodB EAL91055.1 3 
Hyp1 (RodA) AAB07707.1 5 
AKAW_04290 (RodA) GAA86176.1 4 Aspergillus kawachii 
AN8803.2 (RodA) EAA60596.1 5 Aspergillus nidulans 
DewA EAA58809.1 3 
DewB EAA65002.1 2 
An04g08500 CAK38937.1 3 Aspergillus niger 
RodA ABC73721.1 3 
HypB BAC77248.1 1 Aspergillus oryzae 
HypC XP_001727399.2 0 
HypD XP_001823434.2 4 
HypE XP_003190440.1 0 
RolA (HypA) BAC65230.1 5 
Hyd1 ABY48863.1 3 Bipolaris maydis 
BcDW1_9126 EMR82223.1 1 Botrytis cinerea 
CCM_06862 EGX90442.1 0 Cordyceps militaris 
RodA BAK43042.1 5 Emericella purpurea 
UCREL1_5947 EMR67061.1 0 Eutypa lata 
Hyd3 AAO16869.1 1 Fusarium verticillioides 
FVEG_03685 EWG41603.1 0 
FVEG_03689 EWG41610.1 1 
FVEG_10008 EWG50887.1 6 
Mpg1 EAQ71682.1 1 Magnaporthe oryzae 
SSGA AAA33418.1 0 Metarhizium anisopliae 
NFIA_077730 (RodA) EAW17833.1 5 Neosartorya fischeri 
NFIA_099820 EAW20346.1 4 
NFIA_106470 EAW25159.1 5 
EAS CAA47754.1 0 Neurospora crassa 
Hcf2 CAB39309.1 6 Passalora fulva 
Hcf3 CAD92803.1 0 
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Hcf4 CAB39311.1 30 
RodA AAY88881.1 3 Penicillium camemberti 
Pc21g18350 CAP96732.1 2 Penicillium chrysogenum 
Pc22g14290 CAP98717.1 4 
PDIP_50870 EKV12902.1 4 Penicillium digitatum 
PROQFM164_S01g003229 CDM29417.1 3 Penicillium roqueforti 
RodA CDM35882.1 4 
SS1G_11895 EDN97370.1 1 Sclerotinia sclerotiorum 
PMAA_083100 (RodA) EEA24305.1 3 Talaromyces marneffei 
TSTA_118020 (RodA) EED18030.1 3 Talaromyces stipitatus 
XeH1 CAC43383.1 0 Xanthoria ectaneoides 
XpH1 CAC43386.1 0 Xanthoria parietina 
ABH3 CAA74939.1 1 Agaricus bisporus Basidiomycetes 
HypA CAA61530.1 2 
HypB CAA75893.1 2 
HypC CAA62332.1 0 
AbH146 CAC03466.1 1 
AaPri2 AAD41222.1 1 Agrocybe aegerita 
CoH1 CAA71652.1 0 Coprinopsis cinerea 
CoH2 CAA71653.1 0 
Fvh1 BAB17622.1 1 Flammulina velutipes 
FOMMEDRAFT_159003 EJD00330.1 0 Fomitiporia mediterranea 
Hyd1 AAG00900.1 0 Lentinula edodes 
Hyd2 AAG00901.1 0 
Hydpt1 AAC49307.1 9 Pisolithus tinctorius 
Hydpt2 AAC49308.1 1 
Hydpt3 AAC95356.1 1 
POH1 CAA12391.1 0 Pleurotus ostreatus 
POH2 CAA12392.1 2 
POH3 CAA76494.1 0 
Fbh1 CAC95144.1 0 
Vmh1 CAB41405.1 0 
Vmh3 CAB41406.1 1 
SC1 CAA25366.1 1 Schizophyllum commune 
SC3 AAA96324.1 1 
SC4 AAA33927.1 0 
SC6 CAA07545.1 3 
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Table 2-2 Cutinases and carbohydrate esterase 5 family acetylxylan esterases* for phylogenetic analysis and 
alignment analysis 
Protein Genbank accession No. No. of conservative Asp, 
Glu corresponding to 
CutL1-E31, D142, D171 
Species 
AGABI2DRAFT_176382  EKV49734.1 0 Agaricus bisporus 
AGABI2DRAFT_136707  EKV46470.1 0 
AGABI2DRAFT_194321 EKV45371.1 0 
AGABI2DRAFT_190202 EKV49733.1 1 
AGABI2DRAFT_190200 EKV49731.1 1 
AGABI2DRAFT_183005 EKV49842.1 1 
Cutinase 1 EAW06431.1 2 Aspergillus clavatus  
Cutinase 3 EAW13484.1 3 
Cutinase 1 (EED52233) EED52233.1 3 Aspergillus flavus  
Cutinase 1 (EED56576) EED56576.1 3 
Cutinase 2 EED52785.1 2 
Cutinase 1 EAL93235.1 2 Aspergillus fumigatus 
Cutinase 2 EAL89382.1 3 
Cutinase 3 EAL84469.1 3 
AKAW_02279 GAA84164.1 3 Aspergillus kawachii  
AKAW_05190 GAA87076.1 2 
Cutinase 1 (Cut1) EAA62469.1 2 Aspergillus nidulans  
Cutinase 2 (Cut2) ABF50887.1 3 
Cutinase 3 ABF50882.1 2 
CBF83913 CBF83913.1 3 
Cutinase 1 CAK41954.1 2 Aspergillus niger  
Cutinase 2 CAK48244.1 3 
Cutinase L (CutL1) BAA07428.1 3 Aspergillus oryzae  
Cutinase 2 (CutB) XP_001826261.2 2 
Cutinase 3 (CutC) BAE64666.1 3 
Cutinase 4 (CutD) BAE58644.1 3 
Cutinase 1 EYE99316.1 3 Aspergillus ruber  
Cutinase 1 EAU31606.1 3 Aspergillus terreus  
Cutinase 2 EAU32072.1 3 
Cutinase 3 EAU35238.1 3 
Cutinase 4 EAU37095.1 3 
Cutinase 5 EAU35442.1 3 
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COCHEDRAFT_1206335 EMD88117.1 3 Bipolaris maydis  
BcDW1_10817 EMR80551.1 0 Botrytis cinerea  
BcDW1_331 EMR91017.1 0 
BcDW1_3897 EMR87444.1 1 
CutA CAA93255.1 2 
ACB87560.1 (Cut1) ACB87560.1 0 Coprinopsis cinerea 
ACB87561.1 (Cut1) ACB87561.1 1 
ACB87562.1(Cut1) ACB87562.1 0 
CCM_01575 EGX96917.1 0 Cordyceps militaris  
CCM_06186 EGX92026.1 3 
CCM_06272 EGX92112.1 1 
UCREL1_11329 EMR61739.1 2 Eutypa lata  
Cutinase 3 EWG55667.1 2 Fusarium verticillioides  
FVEG_03395 EWG41253.1 2 
FVEG_12346 EWG54043.1 2 
Cut1 CAA43717.1 2 Magnaporthe oryzae  
MGG_02393 EHA56559.1 1 
MGG_09100 EHA51400.1 1 
MGG_14959 EHA47183.1 1 
MGG_15460 EHA57805.1 0 
MANI_005961 KFG81977.1 1 Metarhizium anisopliae 
MANI_010304 KFG84717.1 0 
MANI_013738 KFG86669.1 0 
Cutinase 1 EAW18537.1 3 Neosartorya fischeri  
Cutinase 2 EAW24735.1 3 
Cutinase 3 EAW20592.1 3 
Axe2  EAA29493.1 0 Neurospora crassa  
NCU05159 EAA27421.1 0 
NCU09664 EAA29494.1 0 
Cutinase 1 CAP97019.1 3 Penicillium chrysogenum 
Cutinase 2 CAP91580.1 2 
PDIG_11270 EKV18179.1 0 Penicillium digitatum  
PDIG_16690 EKV17182.1 2 
PDE_07475 EPS32515.1 3 Penicillium oxalicum  
PROQFM164_S02g001065 CDM30915.1 0 Penicillium roqueforti  
PROQFM164_S03g001548 CDM34821.1 0 
SCHCODRAFT_104032 EFJ03771.1 0 Schizophyllum commune  
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SCHCODRAFT_109319 EFI97461.1 1 
SS1G_01882  EDN96954.1 0 Sclerotinia sclerotiorum  
SS1G_02760 EDN99902.1 0 
SS1G_07661  EDN91800.1 0 
SS1G_08104  EDN92241.1 0 
SS1G_09795  EDN93928.1 1 
SS1G_12709 EDN97855.1 0 
SS1G_12907 EDN98050.1 1 
SS1G_13386 EDN98527.1 0 
PMAA_083950 EEA24389.1 0 Talaromyces marneffei  
Axe1 EED16886.1 0 Talaromyces stipitatus  
TSTA_079710 EED24616.1 0 
TSTA_118830 EED18118.1 0 
* Acetylxylan esterases are indicated by underlines. 
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Table 2-3 Primers used in this section. Restriction sites are underlined. 
No. Primer Sequence (5’→3’) Plasmid 
1 
rodA F1 
rodA R 
GCTATATTCACCACTAGTTCAATTCCTC 
CCCTAAGAAAGGCTTCTAGAGACTGTCGT 
- 
2 
rodA F2 
rodA R 
CACCCATATGGCATGAAGTTCTC 
CCCTAAGAAAGGCTTCTAGAGACTGTCGT 
pMD20-AnrodA 
3 
p-glaA Fw 
T-agdA Rv 
GGTTCATCGTCCCAGCTATAGG 
GTATACAGATAGTATGTGGG 
- 
 
 
Table 2-4 Plasmids used in this section. 
Plasmid Comment Source 
pMD20 Polymerase chain reaction cloning vector Takara bio 
pMD20-AnrodA AnrodA open reading frame from Aspergillus nidulans in pMD20 This study 
pNGA142 Expression vector for Aspergillus oryzae 
Minetoki et al, 1998; 
Tamalampudi et al, 2007 
pNGA-AnrodA 
AnrodA1 open reading frame from A. nidulans ligated into the 
NdeI/XbaI site of the pNGA142 vector 
This study 
 
 
Table 2-5 Purification table of rRodA. 
Purification stage  Total volume (ml)  Total protein (mg)  
Culture supernatant  4050.0  31473.64  
Phenyl Sepharose CL-4B  482.0  279.45  
Cellufine Q-500  59.5  6.44  
SP-Sepharose FF  56.0  0.77  
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Table 2-6 Summary of interaction between rRodA and CutL1 at pH 6. 
KD value 
(nM) 
Immobilized amount of rRodA Bmax value 
(Hz) (ng) (Hz) (ng) (mol CutL1/mol rRodA) 
155 681 20.43 351.0 10.53 0.353 
242 407 12.21 104.0 3.12 0.175 
331 708 21.24 453.0 13.59 0.438 
242.0 ± 88.0 598.7 ± 166.5 17.96 ± 5.00 302.7 ± 179.5 9.08 ± 5.38 0.322 ± 0.134 
 
 
Table 2-7 Summary of interaction between rRodA and CutL1 at pH 6, presence of 250 mM NaCl. 
KD value 
(nM) 
Immobilized amount of rRodA Bmax value 
(Hz) (ng) (Hz) (ng) (mol CutL1/mol rRodA) 
1150 523 15.69 57.8  1.73  0.076  
840 520.3 15.609 128.0  3.84  0.168  
961 504.4 15.132 57.5  1.73  0.078  
983.7 ± 156.2 522.1 ± 14.8 15.66 ± 0.45 81.1 ± 40.6 2.43 ± 1.22 0.107 ± 0.053 
 
 
Fig 2-1 
Figure 2-1. Comparison of amino acid sequences of RodA orthologs among aspergilli, and phylogenetic analysis of 
class I hydrophobins from ascomycetes and basidiomycetes.  
Phylogenic tree and amino acid sequence alignment were created by using the class I hydrophobins. All amino acid 
sequences were obtained from the National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) and the 
GenomeNet Database (http://www.genome.jp/en/). The phylogenic tree was created with ClustalW Ver2.1 
(ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/software/clustalw2/2.1/) by using the neighbor-joining method. Scale bar indicates genetic distance, 
which is proportional to the number of amino acid substitutions. (A) Amino acid sequences of RodA (Hyp1) orthologs from 
Aspergillus oryzae, A. nidulans, A. niger, A. fumigatus, A. kawachii, A. clavatus, Neosartorya fischeri, and Penicillium 
chrysogenum. The eight cysteine residues that form the conserved disulfide bonds are indicated in boldface type. Positively 
charged residues (His, Arg, and Lys) are highlighted in gray. Signal peptide cleavage sites were predicted by SignalP 4.1 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). The alignment was generated with GENETYX (ver. 10). (B) Phylogenic tree of 
the RodA orthologs listed in (A). The percent protein identity of each RodA ortholog compared to the RolA sequence is 
shown in parenthesis. (C) Phylogenic tree of all of the class I hydrophobins listed in Table 2-1. RolA and RodA (A. 
nidulans) are indicated in boldface type and underlined. 
Fig 2-2 
Figure 2-2. Comparison of amino acid sequences of CutL1 orthologs among aspergilli, and phylogenetic analysis of 
cutinases and carbohydrate esterase 5 family acetylxylan esterases (AXEs) from ascomycetes and basidiomycetes.  
All amino acid sequences were obtained from the National Center for Biotechnology Information 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) and the GenomeNet Database (http://www.genome.jp/en/). The phylogenic tree was created 
with ClustalW Ver2.1 (ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/software/clustalw2/2.1/) by using the neighbor-joining method. Scale bar 
indicates genetic distance, which is proportional to the number of amino acid substitutions. (A) Amino acid sequences of 
CutL1 orthologs from A. oryzae (CutL1, CutB, CutC), A. fumigatus (Cutinase 2), A. kawachii (AKAW_02279), A. niger 
(Cutinase 2), A. nidulans (Cutinase 2), A. clavatus (Cutinase 1), and N. fischeri (Cutinase 2) are shown. The amino acid 
sequence of P. chrysogenum cutinase (Cutinase 2) is also shown. Amino acid residues of CutL1 (Glu31, Asp142, Asp171) 
that are important in the interaction between RolA and CutL1 are indicated in boldface type. Negatively charged residues 
(Glu and Asp) are highlighted in gray. Signal peptide cleavage sites were predicted by SignalP 4.1 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). The alignment was generated with GENETYX (ver. 10). (B) Phylogenic tree of 
the CutL1 orthologs listed in (A). The percent protein identity of each CutL1 ortholog compared to the CutL1 sequence is 
shown in parenthesis. (C) Phylogenic tree of all of the cutinases and AXEs listed in Table 2-2. CutL1 and CutC are indicated 
in boldface type. AXEs are underlined. The cutinases and AXEs form the following three groups: (i) ascomycetes cutinases, 
including all aspergilli cutinases; (ii) cutinases derived from other ascomycetes and basidiomycetes; and (iii) AXEs and 
cutinases showing high similarities to AXEs. 
Aspergilli cutinases 
Scheme 2-1  Purification of recombinant RodA (rRodA) from A. oryzae 
 
dialyzed against 10 mM Citrate-NaOH buffer (pH 4.0)  
 
applied to a SP-sepharose FastFlow (GE Healthcare) column equilibrated with the same 
buffer  
 
eluted with 0 - 0.4 M NaCl linear gradient in 10 mM Citrate-NaOH buffer (pH 4.0)  
Purified rRodA 
Conidiospore suspension from A. oryzae NSlD-ΔP5 transformant carrying pNGA142-AnrodA 
 
inoculated ( 1 x 106 spores/ml ) toYPM medium (400 ml in 1 L flask with baffles) 
 
cultured at 30 ˚C, 150 rpm for 24 h 
 
filtered with miracloth 
 
added 90 % saturated ammonium sulfate up to 30% saturation 
 
centrifuged at 4 ˚C , 8,000 g, 30 min  
Culture broth 
 
applied to a Phenyl sepharose CL-4B (GE Healthcare) column equilibrated with 10 mM 
Tris-HCl buffer (pH 8.0) containing ammonium sulfate at 40% saturation 
 
eluted with a liner gradient of 30 - 0 % ammonium sulfate saturation in 10 mM Tris-HCl 
buffer (pH 8.0)  
Soluble fraction (Supernatant) 
 
dialyzed against 5 mM Tris-HCl buffer (pH 9.0)  
 
applied to a Cellufine Q-500  (JNC) column equilibrated with the same buffer  
  
eluted with 0 - 0.3 M NaCl linear gradient in 5 mM Tris-HCl buffer (pH 9.0)  
rRodA (14 kDa) containing fractions 
rRodA (14 kDa) containing fractions 
rRodA (14 kDa) containing fractions 
 
dialyzed against ddw 
 
freeze-dried 
Figure 2-3. Purification of recombinant RodA (rRodA).  
M: XL-Ladder Protein Marker Broad Range 
S: culture supernatant of A. oryzae transformant 
P: purified rRodA 
  
M   S           P     M 
Scheme 2-2  Purification of recombinant CutL1 from A. oryzae 
 
inoculated ( 1 x 106 spores/ml ) toYPM medium (400 ml in 1 L flask with baffles) 
 
cultured at 30 ˚C, 150 rpm for 24 h 
 
filtered with miracloth 
 
added 90 % saturated ammonium sulfate up to 20% saturation 
 
centrifuged at 4 ˚C , 8,000 g, 30 min 
 
applied to a Phenyl sepharose CL-4B (GE Healthcare) column equilibrated with 10 mM 
MES-NaOH buffer (pH 5.5) containing ammonium sulfate at 20% saturation 
 
three steps elution 
  1. linear gradient of 20 - 0 % ammonium sulfate saturation in 10 mM MES-NaOH buffer 
(pH 5.5) 
  2. linear gradient of 10 - 0 mM MES-NaPH buffer (pH 5.5) 
  3. ddw 
 
 
dialyzed against 10 mM MES-NaOH buffer (pH 5.5) 
 
applied to a SP-sepharose FastFlow (GE Healthcare) column equilibrated with the same 
buffer  
  
eluted with 0 - 0.3 M NaCl linear gradient in 10 mM MES-NaOH buffer (pH 5.5) 
 
Conidiospore suspension from A. oryzae AOK11 niaD- transformant carrying pNG-gla-cut 
Culture broth 
Soluble fraction (Supernatant) 
Purified CutL1 
CutL1 containing fractions 
CutL1 containing fractions 
 
dialyzed against ddw 
 
freeze-dried 
Figure 2-4. QCM analysis of the interaction between RodA and CutL1.  
(A) Interaction of wild-type CutL1 with RodA immobilized on a QCM electrode in the absence of 250 mM NaCl at pH 6. 
Arrows indicate final concentrations of CutL1 in the analysis chamber. (B) Interaction of wild-type CutL1 with RodA 
immobilized on a QCM electrode in the presence of 250 mM NaCl at pH 6. Arrows indicate final concentrations of CutL1 in 
the analysis chamber. (C) Graph used to calculate the kinetic parameters for the interaction between immobilized RodA and 
CutL1; KD values were determined by fitting to a Langmuir adsorption isotherm. Interaction between RodA and wild-type 
CutL1 in the absence (Curve A) and presence (Curve B) of 250 mM NaCl at pH 6. 
Figure 2-5. Homology modeling of RolA of A. oryzae and RodA of A. nidulans.  
(A) Homology model of RolA. (B) Homology model of RodA. Amino acid numbers indicated in the models are numbered 
beginning with first methionine. Amino acid residued that are not included in the model are indicated by dotted lines. β-
barrel cores are indicated by dashed circles. 
(B) 
S135 
E46 
V48 S54 
K51 
K56 
C57 
β-barrel core 
N’ (L19) 
C’ (L157) 
(A) 
K41 
C52 
K51 
K46 
L43 
K130 
N’ (L18) 
C’ (L151) 
β-barrel core 
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第三章 Aspergillus nidulans における界面活性タンパク質‐ポリエステラーゼ間の相互作用現象解析 
第一節 緒言           
 第二章において、Aspergillus 属糸状菌において RolA オルソログ及び CutL1 オルソログが広く分布し
ていることが確認された。また、モデル糸状菌 A. nidulans 由来のハイドロフォビン RodA は、A. oryzae  
RolA と比較すると弱いものの、A. oryzae CutL1 と相互作用することが示唆された。ここから、A. nidulans 
RodA は足場タンパク質として、同じく A. nidulans 由来のクチナーゼと強く相互作用する可能性が高い
と考え、相互作用現象を解析することとした。 
 
 
第二節 A. nidulans が持つ A. oryzae CutL1 オルソログ (Cut1, Cut2) の発現・精製  
3-2-1 解析対象となる A. nidulans 由来の A. oryzae CutL1 オルソログ選択 
A. oryzae, A. nidulans 由来のクチナーゼはそれぞれ 4 種類ずつ (A. oryzae: CutL1, CutB, CutC, CutD; A. 
nidulans: Cut1, Cut2, Cut3, CBF83913) のオルソログがデータベースに登録されている (Table 2-2)。そこで、
その中から CutL1 に近縁のものを選択するために、GENETYX ver. 10 と clustalW ver2.1 を用い、
Neibor-joining method (bootstrap = 1,000) によって上記 8 種類のクチナーゼオルソログ間の系統樹とアラ
インメントを作成した (Fig. 3-1)。 
 その結果、CutL1 と CutB, CutC と Cut3, CutD と CBF83913 の相同性が非常に高かった。ここから、
CutL1 と CutB はパラログであり、CutC と Cut3, CutD と CBF83913 はそれぞれオルソログであること
が推察された。Cut1, Cut2 は系統樹上でそれぞれ独立していたが、Cut1 または Cut2 の CutL1 とのアミ
ノ酸一致率は CutC オルソログや CutD オルソログよりも高く、CutL1, CutB, Cut1, Cut2 がオルソログの
一群である可能性が考えられた (Fig 3-1b)。CutL1 とのアミノ酸配列の一致率は Cut1 (60.7 %) < Cut2 
(68.1 %) であったが、アミノ酸残基数は Cut1 (213 a.a) の方が CutL1 (212 a.a) に近く、Cut2 (255 a.a) は 
CutB (259 a.a) に近かった (Fig 3-1a, b)。また、Cut2 と CutB はともに、C 末端側領域に Ser 残基に富
んだ配列を 40 残基程度有していた (Fig 3-1a)。 
 以上から、Cut1, Cut2 をそれぞれ CutL1 オルソログとして扱い、RodA と相互作用するかどうか解析
することとした。 
 
3-2-2 cut1 発現 A. oryzae 株造成        
 タンパク質生産能力に優れており、A. nidulans に比較的近縁の糸状菌である A. oryzae を宿主とした異
種発現系を構築することとした。本項目で用いたプライマーの配列及びプラスミドはそれぞれ Table 3-1, 
3-2 に示した。 
A. nidulans ABPU1 株を CD-ABPU 液体培地中で培養し、菌体を取得した。この菌体から 1-3-3 と同
様にしてゲノム  DNA を取得した。ゲノム  DNA より、 cut1 ORF 特異的プライマーセット 
(Ancut1_SalI-Sense, Ancut1_XbaI-Anti) 及び PrimeSTAR HS DNA polymerase (TaKaRa Bio) を用いて cut1 
ORF を増幅し、Mighty TA-cloning Reagent Set for PrimeSTAR (TaKaRa Bio) を用いて pMD20 T-vector 
(TaKaRa Bio) へライゲーションし (pMD20-Ancut1)、 E. coli HST08 株へ形質転換した。コロニー PCR に
よってプラスミドの導入を確認し、M13 primer M4 (TaKaRa Bio)、M13 primer Rv (TaKaRa Bio) を用いた 
DNA シーケンシングによりプラスミドのマルチクローニングサイト付近の塩基配列を解析することで、
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cut1 ORF のサブクローニングを確認した。その後 pMD20-Ancut1 を抽出・精製し、SalI, XbaI で順次プ
ラスミドを切断し、cut1 ORF を切り出した。切り出した断片は 1-1-8 と同様にして精製し、インサート
断片とした。A. oryzae 用のベクターとしては、マルトース誘導によって目的遺伝子の転写を強力に誘導
可能な大腸菌‐麹菌シャトルベクターである pNGA142 (Minetoki et al, 1998; Tamalampudi et al, 2007) を
選択した。pNGA142 を SalI, XbaI で順次プラスミドを切断し、ゲル抽出キットによって精製してベクタ
ー断片とした。ベクター断片とインサート断片を 1-1-9 に従ってライゲーションし、E. coli HST08 株へ
形質転換した。Ancut1_SalI-Sense, Ancut1_XbaI-Anti プライマーセットまたは P-glaA Fw, T-agdA Rv プラ
イマーセットを用いたコロニー PCR によってプラスミドの導入を確認し、P-glaA Fw, T-agdA Rv を用い
た DNA シーケンシングによりプラスミドのマルチクローニングサイト付近の塩基配列を解析すること
で、cut1 ORF がプラスミド内に正常に導入されていることを確認し、発現プラスミド pNGA142-Ancut1 
とした。 
 pNGA142-Ancut1 は抽出・精製後、10 µg 相当量を MunI で処理してリニア化した。リニア化後エタ
ノール沈殿し、20 µl の TE に溶解させて、A. oryzae NSlD-ΔP5 株へ形質転換した。形質転換で得られた
コロニーを 1-3-3, 1-3-4 に従って選択・純化し、cut1 発現株 A. oryzae Ancut1 とした。 
 
3-2-3 リコンビナント Cut1 (rCut1) 精製       
3-2-2 で作製した A. oryzae Ancut1 株からリコンビナント Cut1 (rCut1) 精製を試みた。精製法は、前田
らが報告した CutL1 精製法 (Maeda et al, 2005) を参考にして構築した (Scheme 3-1)。 
 
【方法】 
YPM 液体培地 400 ml を入れた 1 L 容バッフルつき三角フラスコ 4 本（全量 1.6 L）に、Ancut1 発
現株の分生子を 1 x 106 spores/ml となるように接種し、30 ˚C、150 rpm、24 h 振盪培養した。培養液をミ
ラクロス (Calbiochem) を用いてろ過し、菌体を除去して培養上清を得た。培養上清に、30 % 飽和とな
るよう、ペリスタポンプを用いて 90 % 飽和硫安水溶液を加え、R-10A アングルローター (Hitachi Koki) 
と金属製遠心管 (Hitachi Koki) を用いて 4 ˚C、8,000 g、30 min 遠心分離することで上清画分（可溶性画
分）を得た。上清画分を、10 mM Tris-HCl (pH 8.0) / 30 % 飽和硫安を用いて緩衝化した Octyl cellulofine 
type S (JNC) カラムに供し、吸着画分を二段階の直線濃度勾配（30 - 0 % 硫安飽和度勾配、及び 10 - 0 mM 
Tris 濃度勾配）で溶出させ、ddw でさらに溶出させた。溶出させた全画分を、2-4-1 と同様に簡易活性
測定 (50 mM pNP-butyrate 1 μl と 0.1 M Tris-HCl (pH8.0) 150 μl の混合溶液に 1 μl の各溶出画分を加え、
37 ˚C、30 min インキュベート) に供し、発色が見られた画分を SDS-PAGE に供した。Cut1 の推定分子
量 (19 ~ 22 kDa) にバンドが確認された画分を回収した。回収した画分を 5 mM Tris-HCl (pH 9.0) に対し
て透析し、同緩衝液で緩衝化した Cellufine Q-500 (JNC) カラムに供した。吸着画分を NaCl 0 - 0.3 M の
直線濃度勾配で溶出させ、全画分を、簡易活性測定に供し、発色が見られた画分を SDS-PAGE に供した。
Cut1 の推定分子量 (19 ~ 22 kDa) にバンドが確認された画分を回収し、ddw に対して透析し、その後凍
結乾燥したものを精製標品としてシリカゲル乾燥下で保管した。 
 
【結果】 
精製前後の SDS-PAGE 結果を Fig. 3-2 に、精製表を Table 3-3 に示す。エステラーゼ活性を持つ、
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rCut1 と思われる 19 kDa のタンパク質 3.13 mg を、SDS-PAGE で単一バンドを示す精製タンパクとし
て単離することに成功した。 
 
3-2-4 cut2 発現 A. oryzae 株造成        
 cut1 発現株同様に、タンパク質生産能力に優れており、A. nidulans に比較的近縁の糸状菌である A. 
oryzae を宿主とした異種発現系を構築することとした。本項目で用いたプライマーの配列及びプラスミ
ドはそれぞれ Table 3-1, 3-2 に示した。 
A. nidulans ABPU1 株のゲノム DNA より、cut2 ORF 特異的プライマーセット (Ancut2_NdeI-Sense, 
Ancut2_XbaI-Anti) 及び PrimeSTAR HS DNA polymerase (TaKaRa Bio) を用いて cut2 ORF を増幅し、
Mighty TA-cloning Reagent Set for PrimeSTAR (TaKaRa Bio) を用いて pGEM-T easy vector (Promega KK, 
Tokyo, Japan) へライゲーションし (pGEM-Ancut2)、E. coli HST08 株へ形質転換した。コロニー PCR に
よってプラスミドの導入を確認し、M13 primer M4 (TaKaRa Bio)、M13 primer Rv (TaKaRa Bio) を用いた 
DNA シーケンシングによりプラスミドのマルチクローニングサイト付近の塩基配列を解析することで、
cut2 ORF のサブクローニングを確認した。その後 pGEM-Ancut2 を抽出・精製し、NdeI, XbaI で順次プ
ラスミドを切断して cut2 ORF を切り出した。切り出した断片は 1-1-8 に従って精製し、インサート断片
とした。ベクターに用いる pNGA142 も NdeI, XbaI で順次処理し、1-1-8 に従い精製してベクター断片
とした。ベクター断片とインサート断片を 1-1-9 に従ってライゲーションし、E. coli HST08 株へ形質転
換した。Ancut2_NdeI-Sense, Ancut2_XbaI-Anti プライマーセットまたは P-glaA Fw, T-agdA Rv プライマー
セットを用いたコロニー PCR によってプラスミドの導入を確認し、P-glaA Fw, T-agdA Rv を用いた 
DNA シーケンシングによりプラスミドのマルチクローニングサイト付近の塩基配列を解析することで、
cut2 ORF がプラスミド内に正常に導入されていることを確認した。ところが、このプラスミドを A. 
oryzae に形質転換してもタンパク質の分泌が確認できなかった。プラスミドの配列を確認したところ
cut2 ORF の 5’ 上流側に終止コドンが生じていたため、これが原因であると考えた。そこで、プライマ
ーセット (Ancut2_QC-Fw, Ancut2_QC-Rv) 及び PrimeSTAR HS DNA polymerase (TaKaRa Bio) を用いて 
Quickchange site directed mutagenesis を行い、終止コドン 3 bp をプラスミドから除去して、発現プラスミ
ド pNGA142-Ancut2 とした。 
 pNGA142-Ancut2 抽出・精製した後、10 µg 相当量を MunI で処理してリニア化した。リニア化後、
エタノール沈殿し、20 µl の TE に溶解させて、A. oryzae NSlD-ΔP5 株へ形質転換した。形質転換で得ら
れたコロニーを 1-3-3, 1-3-4 に従って選択・純化し、cut2 発現株 A. oryzae Ancut2 とした。 
 
3-2-5 リコンビナント Cut2 (rCut2) 精製      
3-2-4 で作製した A. oryzae Ancut2 発現株からリコンビナント Cut2 (rCut2) 精製を試みた。精製は、当
初 CutL1 精製法 (Maeda et al, 2005) 及び 3-2-3 の rCut1 精製法に準拠して行ったが、SDS-PAGE にお
いて 22 kDa の位置に出現するタンパク質が精製中徐々に増加し、この 22 kDa タンパク質は疎水性クロ
マトグラフィ、イオン交換クロマトグラフィ、オープンカラムを利用したゲル濾過クロマトグラフィで
排除できなかった。この現象から、22 kDa のタンパク質はリコンビナントタンパク質の分解物ではない
かと推測されたため、3-2-4 において得た Ancut2 発現株からのリコンビナントタンパク質発現量が非常
に多量であったことを利用し、培養量及び精製工程を短縮することにより 22 kDa タンパク質出現前の
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精製完了を試みた (Scheme 3-2)。 
 
【方法】 
YPM 液体培地 400 ml を入れた 1 L 容バッフルつき三角フラスコ 1 本に、Ancut2 発現株の分生子を 
1 x 106 spores/ml となるように接種し、30 ˚C、150 rpm、24 h 振盪培養した。培養液をミラクロス 
(Calbiochem) を用いてろ過し、菌体を除去して培養上清を得た。培養上清に、30 % 飽和となるよう、ペ
リスタポンプを用いて 90 % 飽和硫安水溶液を加え、R-14A アングルローター (Hitachi Koki)と金属製遠
心管 (Hitachi Koki) を用いて 4 ˚C、8,000 g、30 min 遠心分離することで上清画分（可溶性画分）を得た。
4 ˚C、8,000 g、30 min 遠心分離して上清画分（可溶性画分）を得た。上清画分を、10 mM Tris-HCl (pH 8.0) 
/ 30 % 飽和硫安を用いて緩衝化した Octyl cellulofine type S (JNC) カラムに供し、吸着画分を二段階の直
線濃度勾配（30 - 0 % 硫安飽和度勾配、及び 10 - 0 mM Tris 濃度勾配）で溶出させ、ddw でさらに溶出
させた。溶出させた全画分を、2-4-1 と同様に簡易活性測定 (50 mM pNP-butyrate 1 μl と 0.1 M Tris-HCl 
(pH8.0) 150 μl の混合溶液に 1 μl の各溶出画分を加え、37 ˚C、30 min インキュベート) に供し、発色が
見られた画分を SDS-PAGE に供した。Cut2 の推定分子量 (29 kDa) にバンドが確認された画分を回収し、
ddw に対して透析し、その後凍結乾燥したものを精製標品としてシリカゲル乾燥下で保管した。 
 
【結果】 
精製前後の SDS-PAGE 結果を Fig. 3-3 に、精製表を Table 3-4 に示す。エステラーゼ活性を持つ、
rCut2 と思われる 29 kDa のタンパク質 9.44 mg 、SDS-PAGE で単一バンドを示す精製タンパクとして
単離することに成功した。 
 
3-2-6 cut1 発現 A. nidulans 株、cut2 発現 A. nidulans 株造成    
A. oryzae を用いた異種発現系を用いて、rCut1 と思われる 19 kDa エステラーゼ、rCut2 と思われる 29 
kDa エステラーゼの単離・精製を行った。しかし、精製したタンパク質が、A. nidulans の Cut1, Cut2 と
同一であるかどうかこの段階では不明である。そこで、A. nidulans 発現系を用いた Cut1, Cut2 発現株か
ら発現した cut1, cut2 遺伝子及び生産された Cut1, Cut2 を、A. oryzae で異種発現させた場合と比較する
こととした。さらに、可能ならば A. nidulans からの Cut1, Cut2 の精製を行うことも考えた。 
 
【方法】 
3-2-2 で作製した  pNGA142-Ancut1 から特異的プライマーセット  (Ancut1-Fw, Ancut1-Rv) 及び 
PrimeSTAR HS DNA polymerase (TaKaRa Bio) を用いて cut1 ORF 断片を増幅し、ゲル抽出キットにより精
製した。また、3-2-4 で作製した pNGA142-Ancut2 から特異的プライマーセット (Ancut2-Fw, Ancut2-Rv) 
及び PrimeSTAR HS DNA polymerase (TaKaRa Bio) を用いて cut2 ORF 断片を増幅し、ゲル抽出キットに
より精製した。これらの断片を、In-Fusion HD cloning ki (TaKaRa Bio) を用いて pUCpyroA2 (Table 3-2) へ
挿入した。コロニー PCR 及び、上記特異的プライマーを用いたマルチクローニングサイトのシーケンス
解析により各断片の正常な挿入を確認し、それぞれ発現プラスミド pPygpd-Ancut1, pPygpd-Ancut2 とし
た。これらの発現プラスミドは、10 µg 相当量を、環状のままそれぞれ A. nidulans ABPU1 株へ形質転換
し、形質転換で得られたコロニーを 1-3-3, 1-3-4 に従って選択・純化し、cut1 発現株 A. nidulans Ancut1, 
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cut2 発現株 A. nidulans Ancut2 とした。 
 
【結果】 
作製した株の YPD-ABU 液体培地における培養上清を取得して pNP butyrate を基質とした活性測定
を行ったところ、明らかに親株の培養上清より強い p-nitrophenol の発色が見られた。また、培養上清を
硫安沈殿して濃縮した画分からは、親株の培養上清に見られない 19 kDa (A. nidulans Ancut1), 29 kDa (A. 
nidulans Ancut2) のタンパク質のバンドが見られ (Fig 3-4)、これらは目的のタンパク質であると考えられ
た。しかし、得られた目的タンパク質の発現量は非常に低く、YPD-ABP 液体培地から 3-2-3, 3-2-5 と同
様に精製を試みたが、収量は約 1 µg / 1 L culture と少なく、目的とする実験をすべて実施するには不足
していた。そこで、rCut1, rCut2 が Cut1, Cut2 と同一であることが確認できれば、今後の実験には rCut1, 
rCut2 を使用することとした。  
 
3-2-7 発現した cut1, cut2 の mRNA 配列解析 
rCut1, rCut2 を実験に用いるためには、A. nidulans Cut1, Cut2 と同一のタンパク質であることを確認す
ることが必要となる。そこで、転写レベルでの配列の同一性を確認するため、A. oryzae Ancut1 株もしく
は Ancut2 株より発現させた cut1, cut2 の mRNA 配列を確認することとした。 
 
【方法】 
1-1-13, 1-1-14 に従って A. oryzae Ancut1, A. oryzae Ancut2 株それぞれの total RNA を取得し、total RNA
より cDNA を調製した。cDNA をテンプレートとし、cut1 ORF または cut2 ORF 特異的なプライマーセ
ット (cut1: cAncut1-Fw, cAncut1-Rv; cut2: cAncut2-Fw cAncut2-Rv) 及び PrimeSTAR HS DNA polymerase 
(TaKaRa Bio) を用いて cDNA より断片をそれぞれ増幅した。得られた断片をゲル抽出キットによって精
製し、上記のプライマーを用いてシーケンスを解析した。さらに、得られた配列を NCBI の Nucleotide 
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) に供して、mRNA の同定を行った。 
 
【結果】 
cDNA より特異的プライマーセットを用いて、A. oryzae Ancut1 からは約 750 bp の、A. oryzae Ancut2 
からは約 850 bp の断片が得られた。これらの配列を確認 (Fig. 3-5, 3-6) し、nucleotide BLAST によって
同定したところ、データベース上に登録されている cut1, cut2 の mRNA 配列にそれぞれ 100 % 一致し
た。そのため、A. oryzae Ancut1 から発現した cut1 mRNA, A. oryzae Ancut2 から発現した cut2 mRNA は
正常なスプライシングを受けていると考えられた。 
 
3-2-8 Cut1, rCut1, Cut2, rCut2 の N 末端側ペプチドシーケンス解析    
3-2-7 において mRNA の同一性が確認できたため、次に、精製タンパク質の N 末端アミノ酸配列を
確認し、シグナルペプチドの切断位置、及びその他プロセッシングが rCut1 と Cut1, rCut2 と Cut2 で
同一であるか確認することとした。 
 
【方法】 
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rCut1, rCut2 は精製タンパク質 2 µg を SDS-PAGE に供し、1-2-3 に従って N 末端側 10 残基分のア
ミノ酸配列を解析した。また、Cut1, Cut2 は、A. nidulans Ancut1 株、A. nidulans Ancut2 株をそれぞれ 
YPD-ABU 液体培地 200 ml（500 ml 容バッフル付フラスコ中）で 30 ˚C、150 rpm、24 h 振盪培養し培
養上清を得た。培養上清にミキサーで粉砕した硫安の粉末を加えて 60 % 終飽和とし、ミラクロスで一
度濾過した濾液を R-14A アングルローター (Hitachi koki) と金属製遠心管 (Hitachi Koki) で 4 ˚C、 
10,000 rpm、30 min 遠心分離した。分離後の沈殿を 0.1 M Tris-HCl に再溶解し、培養上清 5 ml に相当
する量を TCA 沈殿後 SDS-PAGE に供し、1-2-3 に従って N 末端側 10 残基分のアミノ酸配列を解析し
た。最後に、解析で得られた配列を NCBI の Protein Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) に供してア
ラインメント解析を行い、タンパク質の同定を行った。 
 
【結果】 
解析した 4 種類のタンパク質について、それぞれ以下の配列を得た。また、配列中におけるシグナル
ペプチド、N 末端アミノ酸配列、全アミノ酸配列の関係を Fig 3-5, 3-6 に示した。 
 
rCut1: Q-I-T-G-N-E-L-R-D-G 
Cut1: Q-I-T-G-N-E-L-R-D-G 
rCut2: Q-L-G-S-S-S-G-N-D-L 
Cut2: Q-L-G-S-S-S-G-N-D-L 
 
Protein Blast の結果、rCut1, Cut1 は A. nidulans Cut1 (EAA62469.1) の内部配列と、rCut2, Cut2 は A. 
nidulans Cut2 (ABF50887.1) の内部配列と 100 % 一致し、rCut1, Cut1 は R26 と Q27 の間で、rCut2, Cut2 
は R25 と Q26 との間でプロセッシングを受けることが示唆された。また、SDS-PAGE におけるバンド
の位置 (Fig. 3-2, 3-3, 3-4) から、タンパク質レベルでは rCut1 と Cut1, rCut2 と Cut2 がそれぞれ同一の
アミノ酸配列であると考えられた。 
 
3-2-9 Cut1, rCut1, Cut2, rCut2 の糖鎖修飾解析 
 3-2-7, 3-2-8 から、rCut1 と Cut1, rCut2 と Cut2 は同等のタンパク質であると考えられた。しかし、 
rCut2, Cut2 は、3-2-6, 3-2-7 で得られたアミノ酸配列より予測される分子量である 24 kDa (MW = 
23710.04; GENETYX ver. 10) よりも明らかに大きい分子量 (29 kDa) を SDS-PAGE において示し、バン
ドはシャープな形状ではなく上下に広がりを見せていた (Fig 3-3, 3-4)。このことから、rCut2 及び Cut2 
は何らかの翻訳後修飾（糖鎖修飾、リン酸化修飾など）を受けていることが推測される。糸状菌の分泌
タンパク質は、翻訳後に糖鎖が付加されることが多い (Goto 2007; Deshpande et al. 2008) ため、糖鎖修飾
の有無・種類を解析することとした。 
 
【方法】 
まず、タンパク質の N 型修飾糖鎖を除去可能な酵素である Endoglycosidase H (Endo H; Promega KK) 
(Maley et al, 1989) を用いて脱糖鎖反応を行った。Endo H の取扱説明書に従って 10 µl/tube の反応系で
95 ˚C、5 min の変性処理を行い、RT、10 min 静置して冷却後、Endo H 及び reaction buffer を添加し、
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20 µl/tube の反応系で 37 ˚C、24 h 脱糖鎖反応を行った。各反応系中に rCut1・rCut2 は精製タンパク質 2 
µg を、Cut1・Cut2 は 3-2-8 同様にして調製した培養上清 5 ml 相当量の濃縮物を使用した。脱糖鎖反
応後の各サンプルを TCA 沈殿し、SDS-PAGE に供した。このとき、コントロールとして、rCut1・rCut2 
各発現株の培養上清、精製 rCut1、精製 rCut2、Cut1・Cut2 各発現株培養上清濃縮物も同時に SDS-PAGE 
に供した。また、SDS-PAGE はゲルを 2 枚用意し、両方に同じサンプルセットをアプライした。 
 SDS-PAGE 後のゲルは、1 枚を CBB-R250 染色し、画像をスキャナーでデジタルデータ化した。また、
もう一枚のゲルは糖鎖染色（PAS 染色; Periodic acid Schiff staining) に供した。まず、1-2-2 に従ってタン
パク質を PVDF 膜へ転写した。転写後の PVDF 膜は ddw 中で 5 min x 4 回振盪して洗浄し、0.5 % 
o-periodic acid に移して RT、2 h 振盪して糖鎖を酸化させた。次に ddw 中で 5 min x 2 回振盪して 0.5 % 
o-periodic acid を除き、Sciff 試薬中に移して RT、O/N 振盪して発色させた。発色反応後、ddw 中で 5 min 
x 3 回振盪してバックグラウンドを除去し、染色画像をスキャナーでデジタルデータ化した。 
 最後に、NetNGlyc 1.0 Server (N 型糖鎖修飾サイト予測ツール; http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/ ; 
Gupta R et al, 2004),  NetOGlyc 4.0 Server (O 型 糖 鎖 修 飾 サ イ ト 予 測 ツ ー ル ; 
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/; Steentoft C et al, 2013), big-PI Predictor GPI Modification Site 
Prediction (GPI アンカー修飾サイト予測ツール; http://mendel.imp.ac.at/sat/gpi/gpi_server.html; Eisenhaber B 
et al, 2002) を用い、糖鎖修飾サイトの予測を行った。 
 
【結果】 
結果を Fig 3-4 に示す。 
Endo H 処理によって、rCut1、rCut2、Cut1、Cut2 いずれも SDS-PAGE のバンドの位置に変化は見ら
れなかった。PAS 染色では rCut2 及び Cut2 のバンドが染色された。糖鎖修飾サイト予測ツールを用い
た解析の結果、Cut1 のアミノ酸配列上には N 型糖鎖、O 型糖鎖、GPI アンカーいずれの修飾サイトも
予測されなかった。一方 Cut2 のアミノ酸配列上には、N 型糖鎖、GPI アンカーは予測されなかったも
のの、C 末端側領域を主とした合計 25 残基分の残基が O 型糖鎖修飾サイトとして予測された (Fig 
3-6)。以上から、rCut1, Cut1 はともに糖鎖染色を受けていないことが示唆された。また、rCut2, Cut2 は
主に C 末端領域において O 型糖鎖修飾を受けている可能性が示唆された。 
3-2-7, 3-2-8, 3-2-9 より、rCut1 と Cut1, rCut2 と Cut2 をそれぞれ同等のタンパク質として扱っても良
いと結論付け、rRodA との相互作用解析を行うこととした。 
 
 
第三節 A. nidulans rRodA と A. nidulans rCut1, rCut2 間の相互作用解析    
3-3-1 RodA によるテフロン微粒子の被覆 
 第二章及び本章第二節において A. nidulans 由来のハイドロフォビン RodA と、クチナーゼ Cut1、Cut2 
のリコンビナント体精製標品を得、これらの間の相互作用解析を行うことが可能となった。第二章で用
いた QCM による相互作用解析は、当研究室で所有する QCM (QCM2005; Initium) の測定スループット
が低く、相互作用の条件検討に不向きであることから、簡易的かつ高スループットでの相互作用条件検
討が可能な、プルダウンアッセイによる相互作用解析を行った。プルダウンアッセイでは、基材となる
固体粒子にハイドロフォビンを吸着させ、その後クチナーゼを反応させて、粒子表面に吸着したタンパ
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ク質を定量する。この際に粒子表面がハイドロフォビンによって完全被覆されていないと、粒子表面に
吸着したクチナーゼが、ハイドロフォビンとの相互作用でリクルートされたのか、非特異的に吸着した
のか区別できない。そこで、まず、基材粒子表面への rRodA 吸着量及び、その後非特異的に吸着する標
準タンパク質の量を調べた。 
 
【方法】 
プルダウンアッセイは、de Vocht らの方法 (de Vocht et al, 1998) を改良して行った。 
基材粒子として、テフロン分散液 PFA350（平均粒径 200 nm, 比表面積 8.95 m2/ml; Du Pont-Mitsui 
Fluorochemicals, Tokyo, Japan）を使用した。また、ハイドロフォビンとして精製 rRodA, 標準タンパク質
として BCA protein assay kit 用の標準 BSA 溶液を使用した。 
ミニガラス試験管 (R-6L; Nichiden-rika glass, Kobe, Japan) 中に下記の反応系を調製し、パラフィルムで
密封して 30 ˚C、1 h 静置して rRodA を PFA350 に吸着させた。この時、コントロールとして rRodA を
添加しないサンプルも作製した。試験管への添加順は、rRodA 10 µl、PFA350・緩衝液混合物 90 µl とし、
PFA350・緩衝液混合物はプルダウンアッセイに使用する本数 + 2 本分を調製した後に分注した。 
なお、rRodA (理論分子量 13935.53 Da) を球状タンパク質と仮定した場合の理論分子直径（分子直径 
(nm) = 0.0967 x (分子量 [Da]) 0.3812; Initium）から、3,570 mm2 の PFA350 は rRodA 4.14 µg で理論上完全被
覆される。また、下記同様の反応系で予め吸着時間を 30 sec ~ 6 h で検討しており、その結果から 1 h を
適当であると結論付けた。 
 
0.5 mg/ml rRodA   10 µl 
PFA350   表面積 3,570 mm2 相当量 
0.5 m MES-NaOH (pH 5.0) 1 µl    
up to 100 µl by sterile ddw 
 
反応後、17,400 g、10 sec 遠心分離して上清を除き、10 mM MES-NaOH (pH5.0) 100 µl を添加しボルテッ
クスする操作を 3 回繰り返した。残った PFA350 粒子に、10 mM GTA (pH3, 5, 7, 10) へ希釈した 50 
µg/ml BSA 200 µl (BSA 10 µg) を添加し、パラフィルムで密封して 30 ˚C、1 h 静置して吸着反応を行った。
その後 17,400 g、10 min 遠心分離して上清を除き、10 mM GTA (pH5.0) 500 µl を添加してボルテックス
する操作を 3 回繰り返した。残った PFA350 粒子に 、内部標準として CutL1 1 µg を含む SDS-PAGE 
sample buffer 10 µl を添加してボルテックスし、ボイルして SDS-PAGE に供した。その後、1-2-4 に従い、
PFA350 上に吸着した rRodA, BSA をそれぞれ定量した。 
 
【結果】 
定量結果を Fig 3-7a に、SDS-PAGE 結果を Fig 3-7d, e に示す。 
PFA350 への rRodA 吸着量は 5.44 ± 0.50 µg/sample (= 82.7 nmol/m2 ) と理論飽和吸着量を上回ってい
た。また、pH 3, 5, 7 において rRodA 被覆 PFA350 に対する BSA 吸着量は、PFA350 に対する直接吸着
量よりも少ない傾向にあった（T 検定において有意差は見られなかった ( P > 0.05) ）。pH 5 では pH 3, 7 
と比較して rRodA の有無による吸着量の割合差が小さかった。これは、BSA の等電点は pH 5.2 ± 0.2（和
46 
 
光純薬工業製品規格より）であることから、pH 5 においては表面電位を失った BSA が、rRodA の有無
にかかわらず非特異的に PFA350 表面に集積したためと思われる。以上から、PFA350 は rRodA によっ
て十分被覆されていると判断した。 
 
3-3-2 プルダウンアッセイによる相互作用解析     
3-3-1 において、rRodA によって PFA350 が十分被覆されることが確認されたことから、rCut1, rCut2 を
用いてプルダウンアッセイを行った。 
 
【方法】 
ミニガラス試験管 (R-6L; Nichiden-rika glass) 中に下記の反応系を調製し、パラフィルムで密封して 30 
˚C、1 h 静置して rRodA を PFA350 に吸着させた。この時、コントロールとして rRodA を添加しない
サンプルも作製した。試験管への添加順は、rRodA 5 µl、PFA350・緩衝液混合物 45 µl とし、PFA350・
緩衝液混合物はプルダウンアッセイに使用する本数 + 2 本分を調製した後に分注した。 
 
0.5 mg/ml rRodA   5 µl 
PFA350   表面積 1,860 mm2 相当量 
0.5 m MES-NaOH (pH 5.0) 0.5 µl    
up to 50 µl by sterile ddw 
 
反応後、17,400 g、10 sec 遠心分離して上清を除き、10 mM MES-NaOH (pH5.0) 100 µl を添加しボルテッ
クスする操作を 3 回繰り返した。残った PFA350 粒子に、10 mM GTA (pH3, 5, 7, 10) へ希釈した 50 µg/ml 
rCut1 or rCut2 200 µl を添加し、パラフィルムで密封して 30 ˚C、1 h 静置して吸着反応を行った。その後 
17,400 g、10 min 遠心分離して上清を除き、10 mM GTA (pH5.0) 500 µl を添加してボルテックスする操作
を 3 回繰り返した。残った PFA350 粒子に 、内部標準として BSA 0.5 µg を含む SDS-PAGE sample 
buffer 10 µl を添加してボルテクスし、ボイルして SDS-PAGE に供した。その後、1-2-4 に従い、PFA350 
上に吸着した rRodA, BSA をそれぞれ定量した。 
 
【結果】 
定量結果を Fig. 3-7b,c 及び Fig. 3-8 に、SDS-PAGE 結果を Fig 3-7d-i に示す。 
rCut1 は、pH 3 ~ 8 において、PFA350 への直接吸着量よりも、rRodA 被覆 PFA350 への吸着量が有
意に多かった (Fig. 3-7b)。吸着量及び rRodA との分子比率は pH 3 ~ 6 で最大 (rCut1: rRodA = 0.340 ~ 
0.382) となり、pH  > 7 では漸減した (Fig. 3-5b, 3-8a)。 
rCut2 では、pH 3 ~ 7 において、PFA350 への直接吸着量よりも、rRodA 被覆 PFA350 への吸着量が
有意に多かった (Fig. 3-7c)。吸着量は pH 3 ~ 6 で、rRodA との分子比率は pH 3 ~ 7 で最大 (rCut2: rRodA 
= 0.439 ~ 0.520) となり、pH > 8 では PFA350 への直接吸着との吸着量差が見られなかった (Fig. 3-5c, 
3-8b)。 
以上から、rCut1, rCut2 は rRodA と相互作用することで PFA350 表面へリクルートされることが示唆
された。また、そのリクルート量は pH 依存的に変化したことから、相互作用において両者の分子表面
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電位が関与する可能性も推測された。 
 
3-3-3 QCM を用いた rRodA-rCut1 / rCut2 間相互作用解析     
 3-3-2 より、rRodA と rCut1, rRodA と rCut2 が pH 依存的に相互作用し、rCut1, rCut2 がテフロン 
PFA350 表面にリクルートされることが示唆された。そこで、QCM を用い、詳細な相互作用キネティク
ス解析を行った。 
 
【方法】 
2-4-2 と同様に行った。この時、リガンドとして rRodA を、アナライトとして rCut1 または rCut2 を
用いた。また、プルダウンアッセイや RolA-CutL1 間相互作用解析と結果を直接比較するために、測定用
緩衝液として 
・10 mM GTA (pH 5.0) 
・10 mM sodium phosphate (pH 6.0) 
・10 mM sodium phosphate / 0.25 M NaCl (pH 6.0) 
・10 mM Tris-HCl (pH 8.0) 
のいずれかを用いた。測定用緩衝液は調製後、0.2 μm の DISMIC-25cs (Advantec) にて濾過することによ
り、ゴミ等の不溶物を除去してから使用した。得られた周波数データは Aqua software v1.2 (Initium) に入
力して Langmuir 等温吸着式への Non-Linear フィッティングを行い、結合解離定数 KD 値を算出した。 
 
【結果】 
各測定用緩衝液につき n = 3 ~ 4 で測定を行った。結果を Fig 3-9 及び Table 3-5 ~ 3-12 に示す。 
 QCM 金電極への rRodA 固定化量は 327.5 ± 48.6 Hz (= 9.82 ± 1.45 ng / 4.9 mm2) であり、第二章で計算
した理論飽和吸着量 11.1 µg と同程度の値であったことから、QCM 金電極を rRodA で十分被覆できて
いると判断した。 
 rCut1, rCut2 ともに rRodA 被覆金電極に吸着したことから、 rCut1, rCut2 は rRodA と相互作用して
いることが追確認された (Fig. 3-9a-c)。相互作用は pH 依存的に変化し、rCut1 は pH 5 で、rCut2 は pH 
5, 6 で rRodA との間の KD 値が最小（最も相互作用が強い）となった (Fig. 3-9a, b, Table 3-5, 3-6, 3-9, 
3-10)。この時の KD 値は rCut2 の方が rCurt1 よりも小さかった (Table 3-5, 3-9, 3-10)。pH 8 において
rCut2-rRodA 間の KD 値が算出不能なほど相互作用が弱くなったが、rCut1-rRodA 間の KD 値は約 1 µM 
となり、pH 8 においては rCut1 の方が rRodA との相互作用が強かった (Fig. 3-0d, e, Table 3-8, 3-12)。ま
た、rCut1, rCut2 ともに NaCl 濃度依存的な相互作用の変化が見られ、NaCl 添加時には KD 値が上昇し
た (Fig. 3-9)。このことから、rCut1 または rCut2 と rRodA の間にイオン的相互作用が働くことが推察
された。 
Bmax 値は、KD 値とやや異なる pH, NaCl 条件応答を示した。rCut1 は pH 5, 6 で rRodA との分子比
が最大となり (Table 3-5, 3-6)、rCut2 は pH 6 で NaCl の有無に関係なく、rRodA との分子比が最大とな
った (Table 3-10, 3-11)。rCut1, rCut2 ともに分子比は最大 1.0 付近の値を示したことから、rCut1, rCut2 は 
rRodA と 1: 1 で相互作用する可能性が推察された。KD 値が顕著に大きくなる pH 8 では、rCut1, rCut2 
ともに rRodA との分子比が低下した (Table 3-8, 3-12)。なお、rCut1-rRodA (pH 6, 0.25 M NaCl) について
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は誤差が非常に大きかったため、比較から除外した。 
 
3-3-4 相互作用が生分解ポリエステル PBSA 分解に与える影響の解析    
3-3-2, 3-3-3 において、rRodA-rCut1 間、rRodA-rCut2 間の相互作用現象が発見された。そこで、この
相互作用現象が、実際の固体高分子分解に寄与するかどうかを確認することとした。 
 
【方法】 
 高分子基質として、PBSA エマルジョン EM-301 ( 固形分 50 ~ 56 %w/v, 結晶化度 25 ~ 30 %, 平均粒
径 1.3 µm, 平均分子量 1.2 ~ 1.5 x 105; Showa Denko, Tokyo, Japan) を用いた。測定用緩衝液である 10 mM 
Tris-HCl (pH 8.0) または 10 mM GTA (pH 5.0) で PBSA エマルジョンを 1 %v/v に希釈し、rRodA 2.5 
µg/ml となるよう rRodA 水溶液を添加してガラス試験管内で 30 ˚C、140 min-1、16 h 振盪して吸着反応
を行った。別途 rRodA を添加しないサンプルも作製した。ガラス製 96 ウェルマイクロプレート 
(Sansyo) に、測定用緩衝液に溶解した 55 µg/ml rRodA または測定用緩衝液 5 µl, 測定用緩衝液に溶解さ
せた rCut1 (110 µg/ml) 又は rCut2 (110 µg/ml or 1.1 mg/ml) または測定用緩衝液 5 µl を添加し、最後に反
応後の PBSA エマルジョン 100 µl を添加した。詳細な組み合わせは Table 3-13 に示す。添加後即座に
ボルテックスし、MPT-300 マイクロプレートリーダー (Corona Electric) で OD660 を測定した。その後マ
イクロプレートをラップで密封して 40 ˚C でインキュベートし、30 ~ 60 min 毎にボルテックスしてラッ
プを外し OD660 を測定した。反応系調製直後の OD660 と各時間の OD660 を比較し、その低下割合を 
PBSA 分解率とした。 
 
【結果】 
Fig 3-10 に結果を示す。 
 rCut1 単独で PBSA を分解させた場合、pH 8 の方が pH 5 より高い分解率を示した。一方、rRodA が
反応系中に存在した場合、pH 5 における PBSA 分解率が rCut1 単独による分解反応時よりも上昇した。
rRodA と rCut1 を同時に反応系に添加した場合よりも、rRodA を予め PBSA にインキュベートさせた
場合の方が、分解率上昇幅が大きかった。なお、 pH 8 においては rRodA の有無による分解率の差は見
られなかった。 
 rCut2 単独で PBSA を分解させた場合、pH 8 では全く PBSA 分解が見られなかった。pH 5 において
も、rCut1 と同じ 5 µg/ml の rCut2 濃度では PBSA 分解が起こらず、50 µg/ml の濃度で反応させた場合
に PBSA 分解が確認された。反応系中に rRodA が存在した場合は、rCut2 50 µg/ml かつ pH 5 の条件で
のみ PBSA 分解率の上昇が確認された。この時、rCut1 と同様に、rRodA と rCut2 を同時に反応系に添
加した場合よりも、rRodA を予め PBSA にインキュベートさせた場合の方が、分解率上昇幅が大きかっ
た。 
 以上から、pH 5 条件下において、PBSA を分解可能な濃度の rCut1 または rCut2 が存在する場合、
rRodA が rCut1 または rCut2 による PBSA 分解を促進することが示された。 
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第四節 考察       
 第二章において、モデル糸状菌 A. nidulans 由来のハイドロフォビン RodA と、A. oryzae 由来のクチ
ナーゼ CutL1 が相互作用することが示唆された。この組み合わせは異種糸状菌由来のタンパク質同士の
相互作用であり、本来の同種糸状菌由来のタンパク質の組み合わせではない。それゆえ、A. oryzae 以外
の糸状菌における足場タンパク質‐固体高分子分解酵素間の相互作用現象を検証するためには、A. oryzae  
以外の糸状菌由来の組み合わせで検証する必要がある。そこで第三章では、A. nidulans 由来ハイドロフ
ォビン RodA と A. nidulans 由来のクチナーゼとの間の相互作用現象を解析した。 
 
 A. oryzae 由来クチナーゼと A. nidulans 由来クチナーゼのアラインメント・系統解析結果より、CutL1 
オルソログとして A. nidulans Cut1、Cut2 を選択した (Fig. 3-1)。A. oryzae 及び A. nidulans を宿主として 
Cut1、Cut2 それぞれの発現株を作製した。SDS-PAGE、N 末端アミノ酸配列解析、糖鎖修飾解析、比活
性から、A. oryzae より得たリコンビナント体は、A. nidulans より得たタンパク質 (Cut1, Cut2) と同等で
あると考えられた (Fig. 3-4 ~ 3-6)。また、Cut2 は C 末端側に存在する Ser-rich 領域が高度に O 型糖鎖
修飾を受けていると予測された (Fig. 3-6)。この修飾糖鎖は、Endo H によって切断できないこと、Cut2 の
アミノ酸配列内に特殊シークオン (Valliere-Douglass et al, 2009, 2010; Alemka et al, 2013) を含め N 型糖
鎖修飾サイトが全く予測されないこと、糖鎖染色により rCut2、Cut2 が染色されたことから、O 型糖鎖
であろうと推測される。Cut2 精製時には A. oryzae, A. nidulans 培養上清回収からの時間経過によって、
Cut2 と分離が困難な 22 kDa タンパク質を生じ、この 22 kDa タンパク質は糖鎖修飾型タンパク質に特
徴的な、上下に広がった SDS-PAGE バンドを生じなかった。この現象は、Castro-Ochoa らが A. nidulans 
から Cut2 の単離・同定を行った際に報告しており、アクリルアミドゲル電気泳動法によって精製した 
22 kDa タンパク質がエステラーゼ活性を持つことも述べている (Castro-Ochoa et al, 2012)。さらに、Cut2 
パラログである CutB においても、山岸らが同様の現象を報告している（山岸・H18 年度修士論文）。こ
のことから、Cut2 は C 末端側領域がプロテアーゼによる切断を受けやすく、C 末端側領域が切断され
た状態でもエステラーゼとして機能すること、O 型糖鎖が多数付加した C 末端側領域が何らかの機能を
持っている可能性が推察される。今後、HPLC によるゲル濾過等の手法で 22 kDa タンパク質を単離し、
完全長の Cut2 との機能（エステラーゼ活性など）の差を調査することで、Cut2 の生物学的役割をさら
に詳細に解明できると考えられる。 
次に、必要量のタンパク質を効率よく精製するという観点から A. oryzae を用いた異種発現系を用いて
rCut1 及び rCut2 を精製し、テフロン PFA350 微粒子を用いたプルダウンアッセイ、分子間相互作用解
析装置 QCM を用いたキネティクス解析、及び PBSA 微粒子の分解試験によって、rRodA との相互作用
現象を解析した。プルダウンアッセイと QCM から、固体表面（テフロン PFA350、金）に吸着した rRodA
は、rCut1、rCut2 と相互作用して固体表面上にリクルートすることが示唆された (Fig. 3-7 ~ 3-9, Table 3-5 
~ 3-12)。プルダウンアッセイの際のリクルート量は反応系の pH 依存的であり、QCM で算出された KD 
値及び Bmax 値は反応系の pH 依存的、イオン強度依存的であった。pH やイオン強度依存的に相互作
用が変化する現象は、我々が以前に見出した RolA-CutL1 間の相互作用 (Takahashi et al, 2015) の他、ハ
イドロフォビン HGF1 (class I hydrophobin; Grifola frondosa)  や HFBI (class II hydrophobin; Trichoderma 
reesei) を固定した黒鉛に BSA、IgG、avidin が吸着する際 (Wang et al, 2010) にも報告されている。この
現象はタンパク質の表面電位に依存したイオン的相互作用の変化に依る (Kawai et al, 2005) ことから、
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rRodA-rCut1、rRodA-rCut2 間の相互作用にもイオン的相互作用が寄与していると推察された。 
 A. nidulans 由来のハイドロフォビン RodA とポリエステラーゼ Cut1・Cut2 との間にイオン的相互作
用現象及び、それによる固体表面上への Cut1・Cut2 リクルート現象が確認されたことから、この相互作
用現象が実際の固体高分子分解に寄与するか、固体高分子として PBSA を用いた分解試験により調査し
た。その結果、rCut1、rCut2 ともに特定の pH 条件下で PBSA を分解した (Fig. 3-10)。反応系中に rRodA 
が存在する場合には、pH 5 においてクチナーゼ単独で作用させた場合よりも有意に分解率が上昇し (Fig. 
3-10b, f)、pH 8 においては分解率の上昇は見られなかった (Fig. 3-10a, e)。この結果はプルダウンアッセ
イや QCM の結果とよく一致していた。このことから、rRodA との相互作用が強い条件下、かつクチナ
ーゼが PBSA 分解活性を持つ条件下において、PBSA 分解促進効果が生じることが示唆された。また、
クチナーゼと rRodA を同時に添加した場合より、rRodA を予め PBSA に吸着させた場合の方が PBSA 
分解促進効果が大きかったことから、rRodA が PBSA 表面へ吸着していることが、PBSA 表面への 
rCut1・rCut2 リクルートに必要であると推察される。さらに、PBSA 分解の pH 応答性や、PBSA 分解
可能なクチナーゼ濃度が rCut1 と rCut2 で異なっていたため、両者の基質特異性が異なる可能性も示唆
された。 
 
QCM の結果、KD 値は pH における値でそれぞれ rRodA-rCut1: 550.8 ± 149.8 nM, rRodA-rCut2: 260.7 ± 
43.3 nM となり (Table 3-6, 3-10)、RolA-CutL1 間の値 (6.5 ± 1.0 nM; Takahashi et al, 2015) と比較すると約 
40 ~ 80 倍程度大きい値となった。また、第二章で得た rRodA-CutL1 間の値 (243.0 ± 88.0 nM; Takahashi et 
al, 2015) と比較しても約 1 ~ 2 倍大きい値であり、A. nidulans 由来の組み合わせにおける KD 値は予想
外に大きかった。A. oryzae 由来の組み合わせである RolA-CutL1 間の相互作用、RolA-CutC 間の相互作
用はいずれも 10-8 M オーダー以下の KD 値である (Takahshi et al, 2015) ことから、ハイドロフォビンに
依り KD 値の下限が大きく異なると推測される。また、プルダウンアッセイで得られる rRodA との分
子比 (Fig. 3-8) や、QCM で得られる Bmax 値 (Table 3-6, 3-10) は、同条件で比較した RolA-CutL1 間
の値 (村垣・平成 22 年度修士論文; Takahashi et al, 2015) よりも大きい。すなわち、A. nidulans 由来の組
み合わせは相互作用の結合解離定数が大きい、つまり結合飽和に達するにはより高いクチナーゼ濃度を
要するが、その分最大結合量が大きいことで、高分子分解に寄与する組み合わせであると考えられる。
さらに、KD 値と Bmax 値の pH 応答性は、rRodA-rCut1、rRodA-rCut2 の組み合わせで異なっていた 
(Table 3-5 ~ 3-12)。これらの現象は、第二章で考察したハイドロフォビン側の N 末端側領域正電荷残基
の密集度だけでは説明ができない。そこで、結晶構造解析が既になされている CutL1 の分子モデル 
(Protein data bank ID code: 3GBS; Liu et al, 2009) を用いて、SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) 
で Cut1, Cut2 のホモロジーモデリングを行った。すると、アミノ酸配列の高い一致率 (Fig. 3-1a, b) に反
して、分子表面の形状や負電荷残基の配置が大きく異なることが明らかとなった (Fig. 3-11)。このことか
ら、クチナーゼ側の分子表面負電荷残基の配置や、ハイドロフォビン-クチナーゼの分子同士の形状フィ
ッティングが KD 値、Bmax 値に影響している可能性が推測できる。今後、次の二つの調査を行うこと
で、Aspergillus 属由来のハイドロフォビン-クチナーゼ間の相互作用メカニズムを詳細に解明したい。 
 
① ハイドロフォビン側の N 末端側領域を入れ替えたキメラ体 (chiRolA, chiRodA) とクチナーゼ 
(CutL1, rCut1, rCut2) との親和性 (KD, Bmax) を解析 
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② クチナーゼ側の分子表面負電荷残基を増減させた変異体（e.g. CutL1-D142 に相当する Cut1-T143 を 
Asp に変異させた Cut1-T143D）と RolA, RodA との親和性を解析 
 
なお、本章では CutL1 に近縁なオルソログを優先して解析を行ったため、Cut1、Cut2 以外の A. 
nidulans 由来クチナーゼと RodA との相互作用は調査できなかった。しかし、A. oryzae においては、
CutL1 のホモログである CutC についても RolA との強い相互作用が見出されている (Takahshi et al, 
2015)。そのため、A. nidulans Cut3 (Fig. 2-2, 3-1, Table 2-2) についても同様に解析を行えば、RodA との相
互作用現象を発見できる可能性が期待される。  
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Table 3-1 Primers used in this section. Restriction sites are underlined. 
No. Primer Sequence (5’→3’) Plasmid 
1 
Ancut1_SalI-Sense 
Ancut1_XbaI-Anti 
CAATCATACGTCGACATATGAAGCT 
CAGATGCAGTCTAGAGAAGGTGAGC 
pMD20-Ancut1 
2 
Ancut2_NdeI-Sense 
Ancut2_XbaI-Anti 
CAGTCTCGCATATGAATGCACTTC 
TGCCCGATCTAGACAGCACACTC 
pGEM-Ancut2 
3 
Ancut2_QC-Fw 
Ancut2_QC-Rv 
GACTAGTCATATCCATGCACTTCAAAC 
GTTTGAAGTGCATGGATATGACTAGTC 
pNGA142-Ancut2 
4 
p-glaA Fw 
T-agdA Rv 
GGTTCATCGTCCCAGCTATAGG 
GTATACAGATAGTATGTGGG 
- 
5 
Ancut1-Fw 
Ancut1-Rv 
GGCCAGTGCCAAGCTATGAAGCTCCAGCTC 
GCAGGCATGCAAGCTTTAAAGCTTCCCAAC 
pPyGpd-Ancut1 
6 
Ancut2-Fw 
Ancut2-Rv 
GGCCAGTGCCAAGCTATGCACTTCAAAC 
GCAGGCATGCAAGCTTTACCAAGGCCAGAG 
pPyGpd-Ancut2 
7 
M13 primer M4 
M13 primer Rv 
GTTTTCCCAGTCACGAC 
CAGGAAACAGCTATGAC 
- 
8 
cAncut1-Fw 
cAncut1-Rv 
ATGAAGCTCCAGCTCCACCTC 
TTAAAGCTTCCCAACAAGAAAG 
- 
9 
cAncut2-Fw 
cAncut2-Rv 
ATGCACTTCAAACTTCTGTCC 
TTACCAAGGCCAGAGAACCAG 
- 
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Table 3-2 Plasmids used in this section. 
Plasmid Comment Source 
pMD20 Polymerase chain reaction cloning vector Takara Bio 
pMD20-Ancut1 Ancut1 open reading frame from Aspergillus nidulans in pMD20 This study 
pGEM-T easy Polymerase chain reaction cloning vector Promega KK 
pGEM-Ancut2 
Ancut2 open reading frame from A. nidulans in the pGEM-T easy 
vector 
This study 
pNGA142 Expression vector for Aspergillus oryzae 
Minetoki et al, 1998; 
Tamalampudi et al, 2007 
pNGA-Ancut1 
Ancut1 open reading frame from A. nidulans ligated into the 
NdeI/XbaI site of the pNGA142 vector 
This study 
pNGA-Ancut2 
Ancut2 open reading frame from A. nidulans ligated into the 
NdeI/XbaI site of the pNGA142 vector 
This study 
pUCpyroA2 
Expression vector for A. nidulans, pyroA2 from A. nidulans, and 
promoter and terminator of gpdA from A. nidulans ligated into the 
pUC19 vector 
Horiuchi H, unpublished  
pPyGpd-Ancut1 
Ancut1 open reading frame from A. nidulans ligated into the 
pUCPyroA2 vector 
This study 
pPyGpd-Ancut2 
Ancut2 open reading frame from A. nidulans ligated into the 
pUCPyroA2 vector 
This study 
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Table 3-3. Purification of rCut1*. 
Purification stage 
Total protein 
(mg) 
Total activity 
(µkat) 
Specific activity 
(mkat/kg) 
Purification rate† 
Culture supernatant 9410.10 40.27 ± 0.59 0.43 ± 0.01 1 
Octyl-Cellulofine type S 5.58 28.07 ± 0.84 503.16 ± 15.12 1176 
Cellufine Q-500 
(purified rCut1) 
3.13 19.39 ± 2.69 619.43 ± 85.99 1447 
*One katal of esterase activity was defined as the amount of enzyme required to liberate 1 mol of p-nitrophenol 
from p-nitrophenyl butyrate in 1 s under standard conditions (37 °C, pH 8.0). Total activity (± standard deviation) 
and specific activity (± standard deviation) was calculated by using the data obtained from three independent 
experiments. 
†Values are shown relative to the specific activity of the culture supernatant. 
 
 
Table 3-4. Purification of rCut2*. 
Purification stage 
Total protein 
(mg) 
Total activity 
(µkat) 
Specific activity 
(mkat/kg) 
Purification rate† 
Culture supernatant 2646.44 174.04 ± 7.91 6.58 ± 0.30 1 
Octyl-Cellulofine type S 
 (purified rCut2) 
9.44 57.74 ± 1.35 611.82 ± 14.31 93 
*One katal of esterase activity was defined as the amount of enzyme required to liberate 1 mol of p-nitrophenol 
from p-nitrophenyl butyrate in 1 s under standard conditions (37 °C, pH 8.0). Total activity (± standard deviation) 
and specific activity (± standard deviation) was calculated by using the data obtained from three independent 
experiments. 
†Values are shown relative to the specific activity of the culture supernatant. 
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Table 3-5 Summary of interaction between rRodA and rCut1 at 10 mM GTA (pH 5.0). 
KD value 
(nM) 
Immobilized amount of rRodA Bmax value 
(Hz) (ng) (Hz) (ng) (mol CutL1/mol rRodA) 
446 401 12.03 935 28.05 1.73 
311 319.6 9.59 475 14.25 1.11 
417 360.6 10.82 492 14.76 1.01 
391.3 ± 71.1 360.4 ± 40.7 10.81 ± 1.22 634.0 ± 260.8 19.02 ± 7.82 1.28 ± 0.39 
 
 
Table 3-6 Summary of interaction between rRodA and rCut1 at 10 mM sodium phosphate (pH 6.0). 
KD value 
(nM) 
Immobilized amount of rRodA Bmax value 
(Hz) (ng) (Hz) (ng) (mol CutL1/mol rRodA) 
400 329.5 9.89 737 22.11  1.66 
730 326.1 9.78 505 15.15  1.15 
614 346.1 10.38 600 18.00  1.29 
459 360.2 10.81 506 15.18  1.04 
550.8 ± 149.8 340.8 ± 15.8 10.21 ± 0.47 587.0 ± 109.5 17.61 ± 3.28 1.29 ± 0.27 
 
 
Table 3-7 Summary of interaction between rRodA and rCut1 at 10 mM sodium phosphate / 0.25 M NaCl 
(pH 6.0). 
KD value 
(nM) 
Immobilized amount of rRodA Bmax value 
(Hz) (ng) (Hz) (ng) (mol CutL1/mol rRodA) 
2040 300.9 9.03 1210 36.30 2.99 
2080 310.6 9.32 414 12.42 0.99 
2230 358.0 10.74 352 10.56 0.73 
2116.7 ± 100.2 314.2 ± 30.7 9.43 ± 0.92 658.7 ± 478.5 19.76 ± 14.35 1.57 ± 1.24 
 
 
Table 3-8 Summary of interaction between rRodA and rCut1 at 10 mM Tris-HCl (pH 8.0). 
KD value 
(nM) 
Immobilized amount of rRodA Bmax value 
(Hz) (ng) (Hz) (ng) (mol CutL1/mol rRodA) 
1140 401.9 12.06 163 4.89  0.30 
1250 360.6 10.82 187 5.61  0.39 
974 398.6 11.96 142 4.92  0.27 
1121.3 ± 138.9 387.0 ± 23.0 11.61 ± 0.69 164.0 ± 22.5 5.14 ± 0.41 0.32 ± 0.06 
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Table 3-9 Summary of interaction between rRodA and rCut2 at 10 mM GTA (pH 5.0). 
KD value 
(nM) 
Immobilized amount of rRodA Bmax value 
(Hz) (ng) (Hz) (ng) (mol CutL1/mol rRodA) 
281 327.4 9.82 468 14.04  0.69 
241 339.3 10.18 324 9.72  0.46 
244 390.6 11.72 257 10.49  0.32 
255.3 ± 22.3 352.4 ± 33.5 10.57 ± 1.01 349.7 ± 107.8 11.42 ± 2.30 0.49 ± 0.19 
 
 
Table 3-10 Summary of interaction between rRodA and rCut2 at 10 mM sodium phosphate (pH 6.0). 
KD value 
(nM) 
Immobilized amount of rRodA Bmax value 
(Hz) (ng) (Hz) (ng) (mol CutL1/mol rRodA) 
310 298.7 8.96 522 15.66  0.84 
229 236.5 7.10 549 16.47  1.11 
243 388.9 11.67 364 10.92 0.45 
260.7 ± 43.3 522.1 ± 14.8 9.14 ± 1.63 304.6 ± 54.4 14.35 ± 3.00 0.80 ± 0.33 
 
 
Table 3-11 Summary of interaction between rRodA and rCut2 at 10 mM sodium phosphate / 0.25 M NaCl 
(pH 6.0). 
KD value 
(nM) 
Immobilized amount of rRodA Bmax value 
(Hz) (ng) (Hz) (ng) (mol CutL1/mol rRodA) 
718 244.5 7.34 338 10.14  0.66 
661 244.6 7.34 635 19.05  1.24 
610 276.3 8.29 388 13.61  0.67 
663.0 ± 54.0 255.1 ± 18.3 7.65 ± 0.55 452.7 ± 159.0 14.27 ± 4.49 0.86 ± 0.33 
 
 
Table 3-12 Summary of interaction between rRodA and rCut2 at 10 mM Tris-HCl (pH 8.0). 
KD value 
(nM) 
Immobilized amount of rRodA Bmax value 
(Hz) (ng) (Hz) (ng) (mol CutL1/mol rRodA) 
N.C. 331.4 9.94 N.C. N.C. N.C. 
N.C. 321.9 9.66 N.C. N.C. N.C. 
N.C. 402.7 12.08 N.C. N.C. N.C. 
- 352.0 ± 44.2 10.56 ± 1.32 - - - 
N.C.: not calculable. 
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Table 3-13 Composition of the assay solution for PBSA degradation assay 
condition PBSA only PBSA + cutinase 
rRodA + cutinase (added 
same time) 
rRodA pre-incubated + 
cutinase 
solution 1 assay buffer 5 µl assay buffer 5 µl rRodA 5 µl assay buffer 5 µl 
solution 2 assay buffer 5 µl rCut1 or rCut2 5 µl rCut1 or rCut2 5 µl rCut1 or rCut2 5 µl 
PBSA 
solution 
non-rRodA-incubated 
PBSA 100 µl 
non-rRodA-incubated 
PBSA 100 µl 
non-rRodA-incubated 
PBSA 100 µl 
rRodA pre-incubated 
PBSA 100 µl 
 
 
Figure 3-1. Comparison of amino acid sequences and phylogenetic analysis of CutL1 orthologs expressed by 
Aspergillus oryzae and Aspergillus nidulans. 
(A) Amino acid sequences of CutL1 orthologs from A. oryzae (CutL1, CutB, CutC, CutD) and A. nidulans (Cut1, Cut2, Cut3, 
CBF83913). Amino acid residues of CutL1 (Glu31, Asp142, Asp171) that are essential for the ionic interaction between 
RolA and CutL1 are shown in boldface type. Negatively charged residues (Glu and Asp) are highlighted in gray. Active sites 
are indicated by triangles. Signal peptide cleavage sites were predicted by SignalP 4.1 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). (B) Phylogenic tree of the CutL1 orthologs in (A). Scale bar indicates genetic 
distance, which is proportional to the number of amino acid substitutions. The percent protein identity of each CutL1 
ortholog compared to the CutL1 sequence is shown in parenthesis. Numbers I to IV indicate the ortholog clusters. 
Fig 3-1 
Scheme 3-1  Purification of recombinant Cut1 (rCut1) from A. oryzae 
 
inoculated ( 1 x 106 spores/ml ) toYPM medium (400 ml in 1 L flask with baffles) 
 
cultured at 30 ˚C, 150 rpm for 24 h 
 
filtered with miracloth 
 
added 90 % saturated ammonium sulfate up to 30% saturation 
 
centrifuged at 4 ˚C , 8,000 g, 30 min 
 
applied to a Octyl cellulofine type S (JNC) column equilibrated with 10 mM Tris-HCl 
buffer (pH 8.0) containing ammonium sulfate at 30 % saturation 
 
3-step eluttion 
  1. linear gradient of 30 - 0 % ammonium sulfate saturation in 10 mM Tris-HCl buffer (pH 
8.0) 
  2. linear gradient of 10 - 0 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0) 
  3. ddw 
 
dialyzed against 10 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0) 
 
applied to a Cellufine Q-500  (JNC) column equilibrated with the same buffer  
  
eluted with 0 - 0.3 M NaCl linear gradient in 10 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0) 
Conidiospore suspension from A. oryzae NSlD-ΔP5 transformant carrying pNGA142-Ancut1 
Culture broth 
Soluble fraction (Supernatant) 
Purified rCut1 
rCut1 (19 kDa) containing fractions 
rCut1 (19 kDa) containing fractions 
 
dialyzed against ddw 
 
freeze-dried 
Figure 3-2. Purification of recombinant Cut1 (rCut1).  
M: XL-Ladder Protein Marker Broad Range 
S: culture supernatant of A. oryzae transformant 
P: purified rCut1 
(kDa) 
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Scheme 3-2  Purification of recombinant Cut2 (rCut2) from A. oryzae 
 
inoculated ( 1 x 106 spores/ml ) toYPM medium (400 ml in 1 L flask with baffles) 
 
cultured at 30 ˚C, 150 rpm for 24 h 
 
filtered with miracloth 
 
added 90 % saturated ammonium sulfate up to 30% saturation 
 
centrifuged at 4 ˚C , 8,000 g, 30 min 
 
applied to a Octyl cellulofine type S (JNC) column equilibrated with 10 mM Tris-HCl 
buffer (pH 8.0) containing ammonium sulfate at 30 % saturation 
 
eluted with 3-step linear gradient 
  1. 30 - 0 % ammonium sulfate saturation in 10 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0) 
  2. 10 - 0 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0) 
  3. 0 - 5 % ethanol 
Conidiospore suspension from A. oryzae NSlD-ΔP5 transformant carrying pNGA142-Ancut2 
Culture broth 
Soluble fraction (Supernatant) 
Purified rCut2 
rCut1 (29 kDa) containing fractions 
 
dialyzed against ddw 
 
freeze-dried 
* 
* 
* To prevent proteases secreted by A. oryzae degrade rCut2, procedures between obtaining culture 
broth to the start of dialysis (between “*”) were performed in 24 hours. 
Figure 3-3. Purification of recombinant Cut2 (rCut2).  
M: XL-Ladder Protein Marker Broad Range 
S: culture supernatant of A. oryzae transformant 
P: purified rCut2 
(kDa) 
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Figure 3-4. Purification and glycosylation analysis of rCut1, rCut1, Cut1, and Cut2. 
(A) SDS-PAGE analysis of rCut1, rCut1, Cut1, and Cut2. (B) Glycosylation analysis of rCut1, rCut1, Cut1, and Cut2. Lane 
1: culture supernatant of A. oryzae Ancut1. Lane 2: purified rCut1. Lane 3: Endoglycosidase-H-treated rCut1. Lane 4: culture 
supernatant of A. oryzae Ancut2. Lane 5: purified rCut2. Lane 6: Endoglycosidase-H-treated rCut2. Lane 7: culture 
supernatant of A. nidulans Ancut1. Lane 8: Endoglycosidase-H-treated culture supernatant of A. nidulans Ancut1. Lane 9: 
culture supernatant of A. nidulans Ancut2. Lane 10: Endoglycosidase-H-treated culture supernatant of A. nidulans Ancut2. 
Cut1 (19 kDa) and rCut1 (19 kDa) are indicated by filled triangles, and Cut2 (29 kDa) and rCut2 (29 kDa) are indicated by 
open triangles, respectively. 
Figure 3-5. Nucleotide and deduced amino acid sequences of Cut1 of A. nidulans. 
The deduced amino acid sequence is shown in one-letter code below the nucleotide sequence. Exons are 
indicated by uppercase letter and introns are indicated by lowercase letter. Amino acid residues are 
numbered beginning with first methionine, and the translation termination codon sequence is donated by 
asterisk (*). The signal sequence is underlined and detected N-terminal sequence is double-underlined.  
1   ATGAAGCTCCAGCTCCACCTCGCCCTTTCCCTCCTTGCCGCTATTGTGGCAGCGAATCCA 60 
 
 
61  ATCCGTCTCGATCAACGCCAGAgtatgcaagaagggctctctattgcttttgaagatgca 120 
 
 
121 tctgctaaccctaatgacagTCACGGGAAACGAGCTCCGCGACGGTTCCTGCCACGATGT 180 
 
 
181 CACCTTTATCTTCGCTCGTGGCTCTACTGAGCTTGGGTACCTGgtgagtggctttatcat 240 
 
 
241 caaggtcaatcagcaatacgagacgctaactatgagctctagGGCAGCACCGTCGGGCCC 300 
 
 
301 GCTACCTGCAATGTCCTGAAACTCAGGAAGCCCGGCCAAGTCGCATGCCAGGGCGTTGCG 360 
 
 
361 CCGGCGTATATCGCCGACCTGGCTTCTAACTTTCTGCCACAAGGAACGAACCAAATTGCT 420 
 
 
421 ATTAACGAAGCCAAATCTCTTTTTGAACTCGCGGCGTCCAAGTGCCCCAACACCAAGATC 480 
 
 
481 GTCGCGGGTGGATACAGCCAGGGAGCGGCAGTCATGCATGCTGCCATCTCGACGCTCTCG 540 
 
 
541 AGTACTGTTCAGGACCAGATCAAGGGGGTTGTTCTCTTTGGCGACACGCGCAATAAACAG 600 
 
 
601 GATGGCGGACGTATTCCGAACTTTCCCACTGATAAGACAAAGATCATTTGTGCATTTGGT 660 
 
 
661 GATCTGGTTTGCGAGGGCACGCTCGTCATTACTGCGGCTCATCTTAGTTACATTGATGAT 720 
 
 
721 GTTCCGGATGCTGCTGACTTTCTTGTTGGGAAGCTTTAA 759 
1   M  K  L  Q  L  H  L  A  L  S  L  L  A  A  I  V  A  A  N  P   20 
 
21  I  R  L  D  Q  R  Q  I                                       28 
  
29                        T  G  N  E  L  R  D  G  S  C  H  D  V  41 
 
42   T  F  I  F  A  R  G  S  T  E  L  G  Y  L                    55 
 
56                                            G  S  T  V  G  P   61 
 
62  A  T  C  N  V  L  K  L  R  K  P  G  Q  V  A  C  Q  G  V  A   81 
 
82  P  A  Y  I  A  D  L  A  S  N  F  L  P  Q  G  T  N  Q  I  A   101 
 
102 I  N  E  A  K  S  L  F  E  L  A  A  S  K  C  P  N  T  K  I   121 
 
122 V  A  G  G  Y  S  Q  G  A  A  V  M  H  A  A  I  S  T  L  S   141 
 
142 S  T  V  Q  D  Q  I  K  G  V  V  L  F  G  D  T  R  N  K  Q   161 
 
162 D  G  G  R  I  P  N  F  P  T  D  K  T  K  I  I  C  A  F  G   181 
 
182 D  L  V  C  E  G  T  L  V  I  T  A  A  H  L  S  Y  I  D  D   201 
 
202 V  P  D  A  A  D  F  L  V  G  K  L  *   213 
1   ATGCACTTCAAACTTCTGTCCCTTGCTGCTCTCGCTGGCTTGTCCGTTGCCAGTCCTTTG 60 
 
 
61  AATCTTGACGAGCGCCAGCgtacgtctctgcttagttaaatgcctaccaggccagctaac 120 
 
 
121 cagacgcagTCGGTAGCTCGAGCGGCAATGATCTCCGCGACGGCGACTGCAAGCCCGTCA 180 
 
 
181 CCTTTATTTTCGCTCGCGCCTCCACTGAGCCCGGCCTTCTGGGCATGTCGACTGGACCCG 240 
 
 
241 CCGTTTGCAATGACCTCAAGGCCGATGCCTCTCTCGGCGGCGTAGCTTGTCAGGGTGTTG 300 
 
 
301 GGCCGAAGTACACCGCGGGGCTGGCCGAGAATGCTTTGCCTCAGGGAACCTCTAGCGCGG 360 
 
 
361 CCATCAACGAGGCCAAGGAGCTCTTCGAACTGGCTGCCTCTAAGTGCCCTGACACAAGGA 420 
 
 
421 TTGTAGCTGGTGGATACAGgtacgtcccatcactctgctcgttcgctcgcattccctaat 480 
 
 
481 gtatggttatgatagTCAAGGAACGGCCGTCATGCACGGGGCGATCCCCGACCTCTCCGA 540 
  
 
541 CGAGATCAAGGACAAGATCGCGGGTGTCGTACTCTTCGGCGACACCCGCAACAAGCAGGA 600 
 
 
601 CGGCGGGCAGATCAAGAATTTCCCCAAAGACAAGATCAAGATCTACTGCGCTACCGGTGA 660 
 
 
661 CCTGGTCTGCGATGGTACGTTGGTCGTTACCGCCGCGCATTTCACCTACGTCGCAAACAC 720 
 
 
721 AGGTGAAGCTTCCAAGTGGCTTGAGCAGCAACTCGCTTCCATGCCCGCCTCCACCTCCAC 780 
 
 
781 CTCTAGCAGCTCTAGCAGCTCTTCATCTGCCCCTGCTAGTCAAACCAGCCAGTCTAGCGG 840 
 
 
841 TCTCTCTAGCTGGTTCTCTGGCCTTGGTAACTGA 874 
1   M  H  F  K  L  L  S  L  A  A  L  A  G  L  S  V  A  S  P  L   20 
 
21  N  L  D  E  R  Q  L                                          27 
 
28             G  S  S  S  G  N  D  L  R  D  G  D  C  K  P  V  T 44  
 
45    F  I  F  A  R  A  S  T  E  P  G  L  L  G  M  S  T  G  P  A 64  
 
65    V  C  N  D  L  K  A  D  A  S  L  G  G  V  A  C  Q  G  V  G 84 
  
85    P  K  Y  T  A  G  L  A  E  N  A  L  P  Q  G  T  S  S  A  A 104 
 
105   I  N  E  A  K  E  L  F  E  L  A  A  S  K  C  P  D  T  R  I 124 
 
125   V  A  G  G  Y  S                                           130 
 
131                 Q  G  T  A  V  M  H  G  A  I  P  D  L  S  D  145 
 
146  E  I  K  D  K  I  A  G  V  V  L  F  G  D  T  R  N  K  Q  D  165   
 
166  G  G  Q  I  K  N  F  P  K  D  K  I  K  I  Y  C  A  T  G  D  185 
 
186  L  V  C  D  G  T  L  V  V  T  A  A  H  F  T  Y  V  A  N  T  205 
 
206  G  E  A  S  K  W  L  E  Q  Q  L  A  S  M  P  A  S  T  S  T  225 
 
226  S  S  S  S  S  S  S  S  S  A  P  A  S  Q  T  S  Q  S  S  G  245 
 
246  L  S  S  W  F  S  G  L  G  N  * 
 
Figure 3-6. Nucleotide and deduced amino acid sequences of Cut2 of A. nidulans. 
The deduced amino acid sequence is shown in one-letter code below the nucleotide sequence. 
Exons are indicated by uppercase letter and introns are indicated by lowercase letter. Amino acid 
residues are numbered beginning with first methionine, and the translation termination codon 
sequence is donated by asterisk (*). The signal sequence is underlined and detected N-terminal 
sequence is double-underlined. Predicted O-glycosylated amino acid residue are indecated by 
italic type and boldface type. 
Fig 3-7 
Figure 3-7. Quantification of the amount of BSA, rCut1, or rCut2 bound to non-RodA-coated PFA350 or to the 
RodA–PFA350 complex.  
(A) pH profile of the amount of BSA bound to non-RodA-coated PFA350 or to the RodA–PFA350 complex. (B) pH profile 
of the amount of rCut1 bound to non-RodA-coated PFA350 or to the RodA–PFA350 complex. (C) pH profile of the amount 
rCut2 bound to non-RodA-coated PFA350 or to the RodA–PFA350 complex. (D) SDS-PAGE figure of BSA bound to non-
RodA-coated PFA350. (E) SDS-PAGE figure of BSA bound to the RodA–PFA350 complex. (F) SDS-PAGE figure of 
rCut1 bound to non-RodA-coated PFA350. (G) SDS-PAGE figure of rCut1 bound to the RodA–PFA350 complex. (H) SDS-
PAGE figure of rCut2 bound to non-RodA-coated PFA350. (I) SDS-PAGE figure of rCut2 bound to the RodA–PFA350 
complex. BSA and rCut2 showed two separated band signals respectively (BSA: 60 kDa and 50 kDa, rCut2: 29 kDa and 20 
kDa), and densitometrical values from the two band signals were combined for the quantification. Data are presented as the 
mean ± standard deviation. Statistical significance was evaluated by using Student’s t-test (*P < 0.05).  
Figure 3-8. Quantification of the amounts of rCut1 or rCut2 recruited by the RodA–PFA350 complex. 
(A) pH profile of the amount of rCut1 bound to the RodA–PFA350 complex. (B) pH profile of the amount of rCut2 bound to 
the RodA–PFA350 complex. Data are from three independent experiments and are presented as the mean ± standard 
deviation. Statistical significance was evaluated by using Student’s t-test compared to the value at pH 6 (*P < 0.05, **P < 
0.01). 
Figure 3-9. Summary of the kinetics and KD values of RodA, rCut1, and rCut2. 
(A) Langmuir adsorption isotherms of the interaction of rCut1 with RodA immobilized on a QCM electrode in the absence 
of NaCl. Solid line: at pH 5; dotted line: at pH 6; dashed line: at pH 8. (B) Langmuir adsorption isotherm of the interaction 
of rCut2 with RodA immobilized on a QCM electrode in the absence of NaCl. Solid line: at pH 5; dotted line: at pH 6; 
dashed line: at pH 8. (C) Langmuir adsorption isotherm of the interaction of rCut1 or rCut2 with RodA immobilized on a 
QCM electrode in the presence of 250 mM NaCl at pH 6. Black line: rCut1; grey line: rCut2 (D) Summary of the KD values 
of RodA and rCut1. (E) Summary of the KD values of RodA and rCut2. N.C., not calculable. KD values were determined by 
fitting to a Langmuir adsorption isotherm. Data are from three independent experiments and are presented as the mean ± 
standard deviation. Statistical significance was determined by using Student’s t-test (*P < 0.05, **P < 0.01). 
Figure 3-10. Effect of rRodA on PBSA degradation by rCut1 or rCut2. 
One-percent (v/v) PBSA microparticles were incubated with rCut1 (5 µg/mL final concentration) or rCut2 (5 µg/mL or 50 
µg/mL final concentration) in the presence or absence of RodA (2 ng/mL final concentration) at 40 °C. Solid line: RodA and 
PBSA were pre-incubated in assay buffer at 30 °C for 16 h prior to the addition of rCut1 or rCut2 at time 0 (the start of 
degradation). Short-dashed line: RodA and rCut1 or rCut2 were added simultaneously to the reaction mixture containing 
PBSA microparticles at time 0. Dotted line: rCut1 or rCut2 was added to the reaction mixture containing PBSA 
microparticles. Long-dashed line: PBSA microparticles only. Turbidity was measured at OD660. The percent PBSA 
degradation was calculated as described in the experimental procedures. Data are presented as the mean ± standard 
deviation (n = 3). 
Figure 3-11. Homology modeling of CutL1, Cut1 and Cut2. 
Homology model of Cut2. Homology models of Cut1 and Cut2 were generated by SWISS-MODEL by using a molecular 
model of CutL1 (3GBS) as the template. (A, D, G, I) Molecular model of CutL1 (3BGS). (B, E, H, K) Homology model of 
Cut1. (C, F, I, L) Negatively charged residues are highlighted by black. Amino acid residues corresponding to CutL1-E31, 
D142 and D171 are indicated by amino acid numbers beginning with each first methionine. 
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第四章 Aspergillus nidulans 由来ポリエステラーゼ Cut1, Cut2 の酵素学的性質   
第一節 緒言           
第三章において、A. nidulans 由来のハイドロフォビン‐ポリエステラーゼ（クチナーゼ）間の相互作
用現象及び、その相互作用現象による PBSA 分解促進効果が示された。一方で、PBSA 分解実験から、
rCut1、rCut2 の基質特異性等の酵素学的性質が異なる可能性が示唆された。Cut1、Cut2 の酵素学的特性
（基質特異性、至適 pH、酵素安定性等）に関する知見は、Castro-Ochoa らによる、エステラーゼ活性と
クチン分解活性の有無に関する報告 (Castro-Ochoa et al, 2012) を除いて存在しない。その他の Cut1、Cut2 
に関する知見は、ほとんどが遺伝学的知見またはデータベース上のみに登録された情報である。そこで
本章では、リコンビナント体として発現・精製した Cut1、Cut2 を用い、その基質特異性と活性の pH 依
存性に着目して解析を行った。 
 
 
第二節 可溶性発色基質に対するエステラーゼ活性      
4-2-1 p-nitrophenyl butyrate に対する至適 pH      
 まず、可溶性発色基質を用いた活性測定法によって  rCut1、rCut2 の至適 pH を検証した。 
 
【方法】 
基質として、エステラーゼの活性測定によく用いられる p-nitrophenyl butyrate (pNP butyrate) を用いた。
活性測定の方法は 1-2-5 に従い、基質として DMSO に 50 mM で溶解させた pNP butyrate を、アッセ
イバッファとして pH 1.0 刻みに調整した 10 mM GTA (pH 3.0 ~ 10.0) を用いた。 
 
【結果】 
 至適 pH 測定結果を Fig 4-1 及び Table 4-1 に示す。 
rCut1 は全体的に rCut2 よりも高い比活性を示した。rCut1 は pH 10、pH 11 において最大の比活性を
示し、rCut2 は pH 9 で最大の比活性を示した。ここから、可溶性発色基質である pNP butyrate に対し、
rCut1 の至適 pH は pH 10 ~ 11、rCut2 の至適 pH は pH 9 であると考えられる。rCut1, rCut2 はともに 
pH 7 以下では比活性が低く、pH < 6 でほとんど活性を示さなかったため、rCut1, rCut2 はアルカリ性エ
ステラーゼであると考えられる。CutL1 の pNP butyrate に対する至適 pH は pH 9.0 であることから 
(Maeda et al, 2005)、rCut2 は CutL1 とよく似た pNP butyrate への比活性、pH 応答性を示すことが推察さ
れた。rCut1 は CutL1 よりも塩基性側に至適 pH を持ち、比活性自体も CutL1 より高いことが示唆さ
れた。一方、pNP butyrate 分解活性の pH 応答性は、第 3 章で行った PBSA 分解活性の傾向 (Fig. 3-10) 
と一致せず、pNP butyrate 分解活性を示さない pH 5 で PBSA を分解した点、また、rCut2 は pNP butyrate 
を分解できる pH 8 で PBSA を分解できない点が疑問点として挙げられた。 
なお、pH 12 条件下では基質の自然分解による呈色 (A415 > 0.4) が他の pH 条件下 (A415 ≒ 0.1) より
非常に大きく、活性を正確に定量できていない可能性が考えられる。 
  
  
59 
 
4-2-2 鎖長の異なる p-nitrophenyl ester に対するエステラーゼ活性 
 次に、炭素鎖長の異なる可溶性発色基質シリーズを用い、 rCut1、rCut2 の基質特異性を解析した。 
 
【方法】 
基質として、1-2-5 に記載の、p-nitrophenol 構造を除いた構造の炭素鎖長が C = 2 ~ 18 である
p-nitrophenyl ester をそれぞれ用いた。活性測定の方法は 1-2-5 に従い、アッセイバッファとして 0.1 M 
Tris-HCl (pH 8.0) を用いた。 
 
【結果】 
 基質特異性測定結果を Fig. 4-2 及び Table 4-2 に示す。 
 rCut1、rCut2 は最適な基質の炭素鎖長が異なっており、rCut1 は pNP valerate (C = 5) ないし pNP 
hexanoate (C = 6) に対し、rCut2 は pNP hexanoate に対し最も高い比活性を示した。この炭素鎖長は、と
もに CutL1 とも異なっていた（CutL1 は pNP butyrate (C = 4) に対し最適; Maeda et al, 2005）。また、rCut1 
は pNP myristate (C = 12) 以上の炭素鎖長の基質には pH 8 でほとんど活性を示さなかったが、rCut2 は 
pNP myristate ( C = 14)、pNP palmitate (C = 16)、pNP stearate (C = 18) に対しても pH 8 である程度の活性
を示した。以上から、CutL1、rCut1、rCut2 はそれぞれ異なる基質認識幅を持つことが示唆された。 
 
4-2-3 各種 p-nitrophenyl ester に対する至適 pH  
 4-2-2 より、rCut1、rCut2 は異なる基質認識幅を持っていることが示唆された。そこで、基質の炭素鎖
長によって至適 pH が異なる可能性も推測し、各種 pNP ester に対する活性を異なる pH で測定した。 
 
【方法】 
 基質として pNP acetate (C = 2), pNP hexanoate (C = 6), pNP decanoate (C = 10), pNP palmitate (C = 16) を
用い、アッセイバッファとして pH の異なる 10 mM GTA (pH 3 ~ 12) を用いた。その他活性測定の方法
は 1-2-5 に従って行った。 
 
【結果】 
結果を Table 4-3 ~ 4-6 に示す。また、各種 pNP ester に対して最大の比活性を示した条件を 100 % と
した、各種 pNP ester への活性相対値を Fig. 4-3 に示す。 
rCut1 は pNP palmitate を除く基質に対して pH 9 ~ 11 で 100 % 近い相対活性を示した (Table 4-3 ~ 
4-6, Fig. 4-3a)。pNP palmitate に対しては pH ≥ 8 で分解活性が見られたが、水系緩衝液中ではエマルジョ
ン化するために酵素反応速度の誤差が大きく、pH 10 でのみ A415 の平均値がバックグラウンドを上回っ
た。rCut2 は pNP acetate、pNP butyrate に対しては pH 9 で、pNP hexanoate、pNP decanoate、pNP palmitate 
に対しては pH 10 で 100 % の相対活性を示した。ここから、rCut2 は C ≤ 4 の短鎖基質に対する至適 
pH が、C ≥ 6 の基質よりもやや酸性側にずれていることが示唆された。 
なお、pH 12 条件下では基質の自然分解による呈色 (A415 > 0.4) が他の pH 条件下 (A415 ≒ 0.1) より
非常に大きく、活性を正確に定量できていない可能性が考えられる。 
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第三節 生分解性ポリエステル PBSA に対するエステラーゼ活性     
4-3-1 PBSA 分解の pH 依存性        
 第二節から、rCut1、rCut2 の可溶性基質に対する至適 pH や基質特異性の傾向が明らかとなった。し
かし、PBSA 等の固体基質分解特性は、第三章で得た pH 5、pH 8 における PBSA 分解実験結果 (Fig. 
3-10) のみであり、しかも、4-2-1 の結果とは pH 応答性が異なっていた。そこで、PBSA を対象として
固体分解特性を解析することとした。 
 
【方法】 
 3-3-3 の方法を改変して行った。測定用緩衝液として pH 1.0 刻みに調整した 10 mM GTA (pH 3 ~ 10) 
を用い、PBSA エマルジョン EM-301（固形分 50 ~ 56 %w/v, 結晶化度 25 ~ 30 %, 平均粒径 1.3 µm, 平
均分子量 1.2 ~ 1.5 x 105; Showa Denko）をそれぞれ 0.1 %v/v に希釈した。ガラス製 96 ウェルマイクロ
プレート (Sansyo) に、測定用緩衝液に溶解した 50 µg/ml rCut1 または 0.5 mg/ml rCut2 を 10 µl 添加し
ておき、PBSA 希釈液 90 µl を添加した。添加後即座にボルテックスし、MPT-300 マイクロプレートリ
ーダー (Corona Electric) で OD660 を測定した。その後マイクロプレートをラップで密封して 40 ˚C でイ
ンキュベートし、30、60、120、240 min 経過時点でそれぞれボルテックスしてラップを外し OD660 を測
定した。反応系調製直後の OD660 と各時間の OD660 を比較し、その低下割合を PBSA 分解率とした。 
 
【結果】 
結果を Fig 4-4 に示す。 
rCut1 は、30 min 経過時点において pH 4 ~ 8 で高い PBSA 分解率を示し、pH 8 における分解率が最
も高かった。pH 3、pH 9、pH 10 ではその他の pH より分解速度が遅かったが、反応時間経過とともに、
pH 9、pH 10、pH 3 の順にほぼ 100 % の分解率に達した。しかし、この pH 応答性は pNP butyrate を
基質として用いた場合 (Fig. 4-1) と異なり、至適 pH 及び活性を示す pH 範囲が酸性側に偏っていた。 
 rCut2 は、30 min 経過時点においては pH 4 で、240 min 経過時点では pH 4、pH 5 で高い PBSA 分
解率を示した。pH 4、pH 5 以外の pH では非常に PBSA 分解が遅く、反応開始後 240 min 経過時点に
おいても最大 20 % 程度であった。また、この pH 応答性は pNP butyrate を基質として用いた場合 (Fig. 
4-1) とは大きく異なり、Fig 4-1, 4-4 からは、pNP butyrate に対しては pH = 8 が至適であるが、PBSA に
対しては pH 4、pH 5 が至適であると考えられた。また、rCut2 によって約 100 % の PBSA 分解率を達
成するためには、第三章と同様に、rCut1 より高濃度の反応系中 rCut2 濃度 (50 µg/ml) 及び、rCut1 よ
り長い反応時間を要した。 
 
4-3-2 PBSA への吸着の pH 依存性        
 4-2-2, 4-3-1 より、rCut1, rCut2 の基質分解活性の pH 応答性は、基質の形態（固体、液体）によって
大きく異なっていることが明らかとなった。この原因として、固体基質の分解の場合、基質が酵素の活
性中心に結合する速度の差の他に、酵素本体の基質への吸着速度が見かけ上の分解活性に大きく影響し
ている可能性が挙げられる。そこで、固体基質である PBSA に対し、rCut1、rCut2 が異なる pH 条件下
でどのように吸着するかを解析した。 
 
61 
 
【方法】 
 竹内の修士論文及び山岸の修士論文に記載の方法（竹内、H17 年度修士論文； 山岸、H18 年度修士論
文）を参考にし、定性的な吸着解析を行った。PBSA フィルム #3001（厚み 60 µm; Showa denko）上に、
10 mM GTA buffer ( pH 3 ~ 10) に 0.1 mg/ml で溶解させた rCut1 又は rCut2 を 100 µl 滴下した。湿箱中
に密閉し、30 ˚C でインキュベートした。10、30、60、120 min 経過時の PBSA フィルムをそれぞれ ddw 
で水洗し、CBB-R250 染色液 (Table 1-6) 中で 1 h 振盪してタンパク質を染色した。その後、PBSA フィ
ルムを ddw で水洗し、染色された rCut1、rCut2 のスポットをスキャナーでデジタルデータ化した。 
 
【結果】 
 結果を Fig 4-5 に示す。 
 PBSA フィルムに吸着したタンパク質の染色スポットの濃さから、rCut1 は pH 7 において PBSA へ
の吸着が最も速く、次いで pH 3 ~ 6、pH 8、pH 9 ~ 10 の順であることが示唆された。この傾向は PBSA 
分解速度の pH 応答と若干異なり、rCut1 は pH 8 ~ 10 において、PBSA への吸着速度の割に高い PBSA 
分解率を示すことが示唆された (Fig. 4-4, 4-5)。 
rCut2 の PBSA フィルムへの明確な吸着スポットは pH 5 ~ 7 でのみ観察でき、その速度は pH 7 > pH 
6 > pH 5 であった。その他の pH においては、120 min 経過時点において明確な吸着スポットが観測で
きなかった。この傾向は PBSA 分解速度の pH 応答と若干異なっており、pH 4、pH 5 では PBSA 吸着
速度の割に高い PBSA 分解率を示すことが示唆された (Fig. 4-4, 4-5)。また、このことから、 rCut2 は固
体基質と液体基質に対して異なる至適 pH を持つ可能性が推察された。 120 min 経過時における pH 6 ~ 
7 での rCut2 吸着スポットの濃さは、30 min 経過時における pH 3 ~ 7 での rCut1 吸着スポットの濃さ
と同程度であり、rCut2 の PBSA フィルムへの吸着性・吸着速度は、rCut1 に比べ非常に低く、かつ遅
いことが示唆された。さらに、rCut1, rCut2 の PBSA 吸着の pH 応答性は、第三章で得た、PFA350 へ
の直接吸着の pH 応答性と類似していた (Fig. 3-7, 4-5) 
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第四節 考察           
 本章では、これまで酵素学的な性質がほとんど知られていなかった Cut1 及び Cut2 について、リコン
ビナント体を用いた至適 pH, 基質特異性の解析を行った。 
pNP butyrate を用いた活性測定の結果、rCut1 は至適 pH = 10 ~ 11、rCut2 は至適 pH = 8 のアルカリ性
エステラーゼであることが示唆された (Fig. 4-1, Table 4-1)。しかし、PBSA 分解活性の pH 応答性は pNP 
butyrate に対する傾向と異なっていたため (Fig. 4-4)、固体基質では液体基質と異なり、酵素の固体基質
への吸着性が分解速度に影響して見かけの活性が変化する可能性が考えられた。 
PBSA フィルムに対する rCut1 の吸着性は pH 3 ~ 8 で特に強く、PBSA 分解活性が高い pH 範囲 
(pH 4 ~ 9)、pNP ester 分解活性が高い pH 範囲 (pH 8 ~ 11) よりも酸性側の pH で PBSA への吸着性が
高かった (Fig. 4-5)。一方、rCut2 は、PBSA への吸着性が高い pH 範囲 (pH 5 ~ 7; Fig. 4-5) よりも PBSA 
分解活性を示す pH 範囲が酸性側 (Fig. 4-4) にあり、この pH 範囲では pNP ester 分解活性が非常に低
い (Fig. 4-1, 4-3)。GENETYX ver. 10 を用いて計算した rCut1、rCut2 の予測等電点はそれぞれ pH 5.8、
pH 6.2 であり、PBSA も中疎水的な脂肪族エステルである (田邊、平成 23 年度修士論文； 田中、平成
25 年度修士論文) ことから、中酸性領域では rCut1、rCut2 が等電点付近で表面電位を失うために、疎水
的相互作用による PBSA への吸着性が高いと推察される。一般的に等電点付近ではタンパク質は変性し
やすいが、酵素において活性中心へ継続的に基質が結合した状態や、固体上に固定化された状態ではタ
ンパク質全体の構造が安定化されることが知られており(Pai et al, 1977; Gonçalves et al, 1996)、そのために
酸性領域下でも rCut1、rCut2 が PBSA 分解活性を保持していたと思われる。 
PBSA 分解速度と PBSA への吸着速度を考慮すると、rCut1 の PBSA への吸着速度当たりの分解活性
は pH 8 ~ 9 で高いと考えられ (Fig. 4-4, 4-5)、これは各種 pNP ester 分解活性の pH 応答性 (Fig. 4-1) と
一致する。ここから、rCut1 はやはりアルカリエステラーゼであると推察される。一方、rCut2 は pH ≥ 7
において各種 pNP ester に対して活性を示すが PBSA を分解しない (Fig. 4-3b, 4-4)。このことから、rCut2 
の至適 pH は、基質の物性、すなわち固体基質と、液体（エマルジョン化する基質を含む）に大きく影
響されることが示唆された。等電点から大きく離れた pH では PBSA への rCut2 吸着がほとんど見ら
れず (Fig. 4-5)、同じ濃度の PBSA を分解するために rCut2 は rCut1 よりも高い濃度を必要とする (Fig. 
3-10, 4-4) 。これらのことから、rCut2 は C 末端側領域の O 型糖鎖修飾 (Fig. 3-4, 3-6) により分子全体
が親水的であるため、等電点から離れた pH 条件下では分子表面が荷電的・親水的になり、中疎水的な 
PBSA へ結合できす分解活性を示さないと考えられる。酵素 (O-glycosidase, Neuraminidase) 処理による 
O 型糖鎖除去 rCut2 や、C 末端側領域が除去された 22 kDa 分解物を用いて至適 pH を調査することで、
この仮説を検証可能と思われる。さらに、固体・液体基質分解活性の pH 応答性が大きく異なる原因と
して、活性中心の構造が基質の物性により異なっている可能性も考えられる。クチナーゼはリパーゼと
ともに α/β-hydrolase (Ollis et al, 1992) に分類され、クチナーゼもリパーゼ活性を有する (Ohnishi et al, 
1995; Longhi and Cambillau, 1999)。リパーゼは基質へ結合する際、Lid と呼ばれる活性中心を覆う構造が
活性中心とともに構造変化することで活性中心への基質のアクセスを可能とし、一部のクチナーゼはリ
パーゼと同様に Lid を有する (Martinez et al, 1994; Roussel et al, 2014)。Cut1 や Cut2 には Lid 構造は見
出されない (Fig. 3-11) が、固体基質結合時に活性中心付近の構造変化が同様に起こっている可能性が予
想される。一方、本研究で用いた可溶性発色基質はリパーゼの主な基質であるトリグリセリドよりも低
分子量・短鎖長であるため、活性中心付近の構造に関わらず直接活性中心に結合できると考えられる。
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これらの構造変化による影響は、各種基質に結合した状態での円偏光二色性 (circular dichroism) スペク
トル測定の変化や、液体基質分解活性測定により検証できると考えられる。 
各種 pNP エステルを用いた基質特異性解析の結果、rCut1、rCut2 ともに、CutL1 よりも活性を示す鎖
長の範囲が広いことが示唆された (Fig. 4-2, Table 4-2, Maeda et al, 2005)。 また、rCut2 は水への溶解度が
低い長鎖基質へも活性を示し、rCut1 と rCut2 の基質特異性も異なることが示唆された (Fig. 4-2, Table 
4-2)。遺伝学的には、A. nidulans を培養する際に、Cut1 は固体の脂肪族エステル (apple cutin, suberin) ま
たは液体の脂肪族エステル (glyceryl tripalmitate, octyl octanoate) を炭素源として培養した際に、Cut2 は液
体の脂肪族エステル (olive oil, glyceryl tripalmitate, octyl octanoate) を炭素源として培養した際に遺伝子が
転写誘導されるという報告がある (Bauer et al, 2006; Castro-Ochoa et al, 2012; Martins et al. 2014) 。このこ
とから、PBSA 分解により適しているのは Cut1 であり、Cut1, Cut2 は A. nidulans が異なる脂肪族エス
テルを分解する際に使い分けられている可能性が推察される。また、ハイドロフォビンは固-液界面のほ
か、気-液、液-液の様々な界面で自己組織化し、液-液界面で自己組織した際は長時間エマルジョン状態
を維持可能であることが知られている (Zangi et al, 2002; Scholtmeijer et al, 2009; Morris et al, 2011; Morris 
et al, 2013; Paslay et al, 2013)。仮に液体の脂肪族エステルである olive oil や glyceryl tripalmitate と水の界
面で RodA が自己集合すれば、Cut1 や Cut2 が 界面にリクルートされ、液体基質の分解促進に働くか
もしれない。 
 
なお、本論文においては、相互作用現象の探索と関係の深いと考えた至適 pH、基質特異性についての
み解析を行い、最適温度や、pH、温度に対する安定性試験、反応速度論に関する解析、阻害剤に関する
解析は行っていない。CutL1 は前田らによって (Maeda et al, 2005)、CutC は竹内らによって (竹内・平成
17 年度修士論文) これらの諸性質が解明されているが、Cut1、Cut2 については、至適 pH, 基質特異性
ともに CutL1、CutC と明確に異なる点が見られた (Fig. 4-1, 4-2, 4-4)。このことから、さらなる酵素学的
性質の解析によって、Cut1、Cut2 が A. nidulans が生育する際にどのような条件で働くか、また、RodA と
の相互作用現象がどのような条件で起こっているかなど、本研究で見出した相互作用現象の生物学的な
意義の解明に新たな知見を与えるものと期待される。 
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Table 4-1. Effects of pH on the esterase activity of rCut1 and rCut2 for p-nirtophenyl butyrate as the 
substrate.  
pH 
rCut1 rCut2 
Specific activity 
(mkat/kg)† 
Relative activity 
(%)§ 
Specific activity 
(mkat/kg)† 
Relative activity 
(%)§ 
3.0 -1.9 ± 2.1 0.0 13.4 ± 1.0 2.2 
4.0 N.D. – N.D.  – 
5.0 1.6 ± 1.7 0.2 15.9 ± 2.3 2.6 
6.0 30.7 ± 4.0 4.7 34.0 ± 3.9 5.6 
7.0 197.9 ± 14.9 30.0 277.6 ± 12.8 35.2 
8.0 659.2 ± 21.7 100.0 612.3 ± 45.5 100.0 
9.0 916.6 ± 18.2 139.1 919.6 ± 7.3 150.2 
10.0 1102.9 ± 15.8 167.3 673.2 ± 37.6 109.9 
11.0 1100.7 ± 54.8 167.0 191.7 ± 34.0 31.3 
12.0 196.1 ± 66.9 29.8 -187.9 ± 226.9 0 
†One katal of esterase activity was defined as the amount of enzyme required to liberate 1 mol of p-nitrophenol in 1 
s under standard conditions (37 °C, pH 8.0). Specific activity (± standard deviation) was calculated by using the 
data obtained from three independent experiments. N.D., not detected. 
§Values are shown relative to the activity at pH 8.0. 
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Table 4-2. Substrate specificity of rCut1 and rCut2 for various p-nitrophenyl esters. 
Substrate* 
rCut1 rCut2 
Specific activity 
(mkat/kg)† 
Relative activity 
(%)§ 
Specific activity 
(mkat/kg)† 
Relative activity 
(%)§ 
pNP-acetate (C = 2) 445.7 ± 19.0 71.9 185.2 ± 23.2 30.3 
pNP-propionate (C = 3) 490.8 ± 52.5 79.2 417.8 ± 19.7 68.3 
pNP-butyrate (C = 4) 619.4 ± 86.0 100.0 611.8 ± 14.3 100.0 
pNP-valerate (C = 5) 869.8 ± 43.7 140.4 686.5 ± 21.9 112.2 
pNP-hexanoate (C = 6) 830.1 ± 128.8 134.0 804.1 ± 41.6 131.4 
pNP-octanoate (C = 8) 513.4 ± 40.9 82.9 180.1 ± 26.4 29.4 
pNP-decanoate (C = 10) 70.1 ± 11.9 11.3 142.3 ± 54.9 23.3 
pNP-dodecanoate (C = 12) 233.6 ± 14.8 37.7 288.2 ± 99.7 47.1 
pNP-myristate (C = 14) 3.9 ± 0.7 0.6 13.9 ± 2.8 2.3 
pNP-palmitate (C = 16) N.D. – 103.7 ± 51.1 16.9 
pNP-stearate (C = 18) N.D. – 10.3 ± 2.7 1.7 
*Carbon numbers for the carboxylic acids that were liberated from each substrate are given in parentheses. 
†One katal of esterase activity was defined as the amount of enzyme required to liberate 1 mol of p-nitrophenol in 1 
s under standard conditions (37 °C, pH 8.0). Specific activity (± standard deviation) was calculated by using the 
data obtained from three independent experiments. N.D., not detected. 
§Values are shown relative to the activity of pNP butyrate as a substrate. 
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Table 4-3. Effects of pH on the esterase activity of rCut1 and rCut2 for p-nirtophenyl acetate.  
pH 
rCut1 rCut2 
Specific activity 
(mkat/kg)† 
Relative activity 
(%)§ 
Specific activity 
(mkat/kg)† 
Relative activity 
(%)§ 
3.0 N.D. – N.D. – 
4.0 N.D. – N.D.  – 
5.0 N.D. – N.D. – 
6.0 -0.8 ± 11.1 0 2.6 ± 4.0 1.4  
7.0 131.1 ± 5.1 25.6  110.0 ± 4.8 58.5  
8.0 512.8 ± 52.1 100.0  187.9 ± 12.1 100.0  
9.0 644.1 ± 17.5 125.6  254.6 ± 14.5 135.5  
10.0 655.4 ± 7.6 127.8  142.8 ± 17.1 76.0  
11.0 617.0 ± 41.9 120.3  11.3 ± 13.0 6.0  
12.0 8.1 ± 1.6 1.6 N.D. – 
†One katal of esterase activity was defined as the amount of enzyme required to liberate 1 mol of p-nitrophenol in 1 
s under standard conditions (37 °C, pH 8.0). Specific activity (± standard deviation) was calculated by using the 
data obtained from three independent experiments. N.D., not detected. 
§Values are shown relative to the activity at pH 8.0. 
 
 
Table 4-4. Effects of pH on the esterase activity of rCut1 and rCut2 for p-nirtophenyl hexanoate. 
pH 
rCut1 rCut2 
Specific activity 
(mkat/kg)† 
Relative activity 
(%)§ 
Specific activity 
(mkat/kg)† 
Relative activity 
(%)§ 
3.0 N.D. – N.D. – 
4.0 N.D. – N.D. – 
5.0 N.D. – N.D. – 
6.0 N.D. – N.D. – 
7.0 160.6 ± 20.0 19.3 113.5 ± 33.5 16.3  
8.0 832.0 ± 6.4 100.0 698.2 ± 53.1 100.0  
9.0 881.4 ± 39.0 105.9 887.6 ± 170.0 127.1  
10.0 1221.1 ± 30.0 146.8 949.9 ± 295.8 136.0  
11.0 1102.8 ± 133.9 132.6 732.0 ± 287.1 104.8  
12.0 612.3 ± 134.7 73.6  N.D. – 
†One katal of esterase activity was defined as the amount of enzyme required to liberate 1 mol of p-nitrophenol in 1 
s under standard conditions (37 °C, pH 8.0). Specific activity (± standard deviation) was calculated by using the 
data obtained from three independent experiments. N.D., not detected. 
§Values are shown relative to the activity at pH 8.0.  
67 
 
Table 4-5. Effects of pH on the esterase activity of rCut1 and rCut2 for p-nirtophenyl decanoate.  
pH 
rCut1 rCut2 
Specific activity 
(mkat/kg)† 
Relative activity 
(%)§ 
Specific activity 
(mkat/kg)† 
Relative activity 
(%)§ 
3.0 N.D. – N.D. – 
4.0 N.D. – N.D. – 
5.0 N.D. – N.D. – 
6.0 N.D. – N.D. – 
7.0 28.9 ± 6.3 26.1  46.6 ± 9.8 34.4 
8.0 110.4 ± 21.5 100.0  135.4 ± 16.2 100.0  
9.0 112.8 ± 45.4 102.1  161.8 ± 24.2 119.5  
10.0 137.5 ± 52.1 124.5  226.5 ± 47.3 167.4  
11.0 82.5 ± 34.5 74.7  157.5 ± 55.6 116.4  
12.0 105.3 ± 39.1 95.4  -0.3 ± 58.7 0 
†One katal of esterase activity was defined as the amount of enzyme required to liberate 1 mol of p-nitrophenol in 1 
s under standard conditions (37 °C, pH 8.0). Specific activity (± standard deviation) was calculated by using the 
data obtained from three independent experiments. N.D., not detected. 
§Values are shown relative to the activity at pH 8.0. 
 
 
Table 4-6. Effects of pH on the esterase activity of rCut1 and rCut2 for p-nirtophenyl palmitate. 
pH 
rCut1 rCut2 
Specific activity 
(mkat/kg)† 
Relative activity 
(%)§ 
Specific activity 
(mkat/kg)† 
Relative activity 
(%)§ 
3.0 N.D. – N.D. – 
4.0 N.D. – N.D. – 
5.0 N.D. – N.D. – 
6.0 -62.6 ± 73.0 0 -10.4 ± 80.7 0 
7.0 -88.4 ± 56.0 0 92.7 ± 96.7 77.9  
8.0 -18.0 ± 70.1 0 119.0 ± 74.9 100.0  
9.0 -16.3 ± 10.1 0 135.8 ± 55.2 114.1  
10.0 52.5 ± 58.2 100.0 148.7 ± 47.4 124.9  
11.0 -24.7 ± 17.8 0 72.2 ± 18.2 60.6  
12.0 -218.0 ± 63.5 0 -76.5 ± 232.7 0.0 
†One katal of esterase activity was defined as the amount of enzyme required to liberate 1 mol of p-nitrophenol in 1 
s under standard conditions (37 °C, pH 8.0). Specific activity (± standard deviation) was calculated by using the 
data obtained from three independent experiments. N.D., not detected. 
§Values are shown relative to the activity at pH 8.0. 
Figure 4-1. Effects of pH on the esterase activity of rCut1 and rCut2 for p-nirtophenyl butyrate.  
One microliter of 50 mM p-nitrophenyl butyrate solution was added to 149 μL of enzyme solution diluted with 10 mM GTA 
buffer (pH 3-12). Esterase activity was assayed at 37 °C. The color of p-nitrophenol produced was monitored at 415 nm by 
using a 96-well glass microplate (Sansyo) and a MTP-300 microplate reader (Corona Electric). One katal of esterase activity 
was defined as the amount of enzyme required to liberate 1 mol of p-nitrophenol in 1 sec. Specific activity (± standard 
deviation) was calculated by using the data obtained from three independent experiments. 
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Figure 4-2. Substrate specificity of rCut1 and rCut2 for various p-nitrophenyl esters.  
One microliter of 50 mM p-nitrophenyl ester solution was added to 149 μL of enzyme solution diluted with 0.1 M Tris-HCl 
buffer (pH 8). Esterase activity was assayed at 37 °C. The color of p-nitrophenol produced was monitored at 415 nm by 
using a 96-well glass microplate (Sansyo) and a MTP-300 microplate reader (Corona Electric). One katal of esterase activity 
was defined as the amount of enzyme required to liberate 1 mol of p-nitrophenol in 1 sec. Specific activity (± standard 
deviation) was calculated by using the data obtained from three independent experiments. 
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Figure 4-3. Effects of pH on the esterase activity of rCut1 and rCut2 for various p-nirtophenyl esters.  
One microliter of 50 mM p-nitrophenyl ester (Black-solid line: pNP acetate, dotted line: pNP butyrate, short-dashed line: 
pNP hexanoate, long-dashed line: pNP decanoate, gray-solid line: pNP palmitate) solution was added to 149 μL of enzyme 
solution ((A) rCut1, (B) rCut2) diluted with 10 mM GTA buffer (pH 3-12) Esterase activity was assayed at 37 °C. The color 
of p-nitrophenol produced was monitored at 415 nm by using a 96-well glass microplate (Sansyo) and a MTP-300 
microplate reader (Corona Electric). One katal of esterase activity was defined as the amount of enzyme required to liberate 
1 mol of p-nitrophenol in 1 sec. Specific activity (± standard deviation) was calculated by using the data obtained from 
three independent experiments. Values are shown relative to the maximum activity of each p-nitrophenyl ester. 
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Figure 4-4. Effects of pH on the PBSA degradation activity of rCut1 and rCut2.  
0.1 %v/v PBSA microparticles were incubated with rCut1 (5 µg/mL final concentration) or rCut2 (50 µg/mL final 
concentration) in 10 mM GTA buffer (pH 3-10) at 40 °C. Turbidity was measured at OD660 at the time of 0 min, (A) 30 min, 
(B) 60 min, (C) 120 min, and (D) 240 min after incubation starts . Solid line: PBSA degradation by rCut1. Dotted line: 
PBSA degradation by rCut2. The percent PBSA degradation was calculated as described in the experimental procedures. 
Data are presented as the mean ± standard deviation (n = 3). 
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Figure 4-5. Effects of pH on the rCut1 and rCut2 adsorption on PBSA film. 0.1 mg/mL of rCut1 or rCut2 dissolved in 
10 mM GTA buffer (pH3-10) were spotted onto PBSA film, then incubated at 30 °C. After incubation, PBSA film was 
washed with ddw and stained by CBB-R250. 
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総合考察 
本博士論文研究では、A. oryzae 以外の糸状菌における界面活性タンパク質とポリエステラーゼ間の相
互作用現象を探索することを目的とした。 
第二章では、系統解析によって、RolA オルソログと CutL1 オルソログが糸状菌においてどの程度分
布しているのかを調査した。その結果、主に Aspergillus 属糸状菌において RolA オルソログと CutL1 オ
ルソログが広く分布していた。また、アラインメント解析の結果、RolA オルソログにおいて N 末端側
領域に正電荷残基が多数存在し、CutL1 オルソログにおいて CutL1-E31, D142, D171 に対応する残基が
負電荷残基のまま高度に保存されていた (Fig. 2-1, 2-2, Table 2-1, 2-2)。RolA-CutL1 間の相互作用に重要で
あると思われるハイドロフォビン N 末端側正電荷残基と CutL1 分子表面負電荷残基 (Takahashi et al, 
2015) が高度に保存されていることから、RolA オルソログが A. oryzae の CutL1 と相互作用すると推測
し、モデル糸状菌 A. nidulans から、RolA オルソログである RodA を A. oryzae 発現系を利用したリコ
ンビナント体として精製した (Fig. 2-3, Table 2-5)。精製した rRodA と CutL1 を用いて相互作用を解析し
たところ、rRodA は CutL1 と相互作用し、その親和性はイオン強度依存的に変化したことから、イオン
的相互作用が主に関与していると考えられた (Fig. 2-4, Table 2-6, 2-7)。一方、その結合解離定数 KD 値は 
RolA-CutL1 間の相互作用に比べると約 40 大きかった。RolA, RodA の N 末端側領域は共にランダム構
造を取ると予測される (Fig. 2-5) ことから、N 末端側領域に存在する正電荷残基の数だけでなく、その
密集度が CutL1 との相互作用において重要である可能性が示唆された。 
第二章において、A. oryzae CutL1 と、A. nidulans RodA という異種糸状菌由来の組み合わせにおいてイ
オン的相互作用が確認された。そこで第三章では、モデル糸状菌 A. nidulans から、CutL1 オルソログと
して Cut1、Cut2 を選択 (Fig. 3-1) し、A. oryzae を用いた発現系によりリコンビナント体として精製し
た (Fig. 3-2, 3-3, Table 3-3, 3-4)。精製した rRodA、rCut1、rCut2 を用いて相互作用を解析したところ、rRodA 
は rCut1 及び rCut2 と相互作用することが確認された (Fig. 3-7 ~ 3-9)。その親和性は pH 依存的かつイ
オン強度依存的に変化したことから、イオン的相互作用が主に関与していると考えられた (Fig. 3-7 ~ 3-9)。
また、固体表面に吸着した rRodA は主に酸性条件下で強く rCut1、rCut2 と相互作用し、固体表面上に 
rCut1、rCut2 をリクルートした (Fig. 3-7, 3-8)。この濃縮効果により、酸性条件下で rCut1、rCut2 による 
PBSA 分解が促進され、この相互作用が実際の高分子分解において効果を発揮していることが明らかと
なった (Fig. 3-10)。糸状菌が環境中で生育する際、周辺環境は多くの場合で酸性条件下である (Bi et al, 
2016; Noble et al, 2016) ことから、A. nidulans は環境中で脂肪族エステルを効率的に分解する際にハイド
ロフォビンとクチナーゼの相互作用を利用していると考えられる。また、RolA は CutL1 ホモログであ
る CutC とも相互作用する (Takahashi et al, 2015) ことから、CutC オルソログである A. nidulans Cut3 も、
RodA と相互作用する可能性がある。今後の研究により相互作用解析が行われることを期待したい。 
第四章においては、至適 pH と基質特異性に着目して rCut1、rCut2 の酵素学的性質を解析した。rCut1、
rCut2 はともにアルカリ性エステラーゼであり (Fig. 4-1, Table 4-1)、異なる基質特異性を持つことが示唆
された (Fig. 4-2, 4-3, 4-4, Table 4-2)。これまでに報告されている遺伝学的知見 (Bauer et al, 2006; 
Castro-Ochoa et al, 2012; Martins et al. 2014) と合わせると、PBSA、クチン、及び液体の脂肪族エステルを
含めた種々の脂肪族エステル分解において RodA-Cut1/Cut2 間の相互作用現象が利用され、基質の性状に
よって使い分けがなされている可能性が推察される。また、rCut1、rCut2 が固体基質を分解する際には、
固体基質への吸着性の違いが固体基質の分解活性及び pH 応答性に大きく寄与することが示唆された 
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(Fig. 4-4, 4-5)。また、第四章における解析結果から、rCut1、rCut2 の酵素学的性質は、オルソログである 
CutL1 (Maeda et al, 2005) ともそれぞれ異なる可能性が示唆されるため、今後、至適温度や安定性の違い
についても検証し、酵素学的な知見の蓄積につなげたい。 
 
これまでに、界面活性タンパク質‐高分子分解酵素間の相互作用現象は、我々が A. oryzae より見出し
た数例の組み合わせ (RolA-CutL1, RolA-CutC, HsbA-CutL1) を直接証明したのみであり、この相互作用現
象が糸状菌に普遍的に存在しているかどうかは不明であった。しかし本研究によって A. nidulans におけ
る界面活性タンパク質‐ポリエステラーゼ間の相互作用現象が初めて発見され、さらにその相互作用メ
カニズムが A. oryzae 由来の組み合わせと同様にイオン的相互作用 (Takahashi et al, 2005; Ohtaki et al, 
2006; Takahashi et al, 2015) であることが明らかとなった (Fig 5-1, Table 5-1) 。また、系統解析において 
RolA オルソログ及び CutL1 オルソログが Aspergillus 属糸状菌に広く分布していることが明らかとな
った (Fig 2-1, 2-2)。以上から、界面活性タンパク質として RolA オルソログ、高分子分解酵素としてポ
リエステラーゼ CutL1 オルソログの組み合わせによる相互作用現象、及びその相互作用現象を利用した
ポリエステル分解メカニズムは、少なくとも Aspergillus 属糸状菌において普遍的に存在していると考え
られた。また、RolA オルソログ以外のクラス I ハイドロフォビンにおいて N 末端側領域に正電荷を多
数持つものが存在し、CutL1 オルソログ以外のクチナーゼにおいても CutL1-E31, D142, D171 に相当する
負電荷残基を高度に保存しているものが見出された (Table 2-1, 2-2) ことから、Aspergillus 属糸状菌以外
の子嚢菌類、担子菌類糸状菌においても、それらのハイドロフォビン、クチナーゼの組み合わせによる
相互作用現象、及びその相互作用現象を利用したポリエステル分解メカニズムが存在する可能性が高い
と期待される。 
しかしながら、本研究では Aspergillus 属のハイドロフォビンとポリエステラーゼ間の相互作用現象の
普遍性を示唆したものの、ポリエステラーゼ以外の高分子分解酵素が相互作用現象に関与するかどうか
は未だ分かっていない。加えて、担子菌類のクラス I ハイドロフォビンには N 末端側領域に複数の正
電荷残基を持つものが少なく (Table 2-1)、我々がこれまでに明らかにしてきたメカニズムとは別のメカ
ニズムによるハイドロフォビン‐ポリエステラーゼ間相互作用が存在する可能性も考えられる。そこで、
他の高分子分解酵素が関与する相互作用現象や、担子菌類におけるハイドロフォビン‐ポリエステラー
ゼ間相互作用について、今後の研究で検証・解明されることを期待したい。 
さらに、今回見出した A. nidulans 由来の相互作用現象 (rRodA-rCut1, rRodA-rCut2) 及び、異種由来の
相互作用現象 (rRodA-CutL1) は、既知の相互作用である A. oryzae 由来の RolA-CutL1 間の相互作用と比
べ、結合解離定数 KD 値が 40 ~ 80 倍大きく、同じイオン的相互作用による相互作用であっても、その
相互作用強度は弱い (Fig. 2-4, 3-9, Takahashi et al, 2015)。さらに、我々の以前の研究においては RolA の 
N 末端側領域に存在する正電荷残基数が CutL1 との相互作用に重要であると考えていたが（村垣、平成 
22 年度修士論文； 對馬、平成 24 年度修士論文）、本研究の結果、正電荷残基数のみでは相互作用メカ
ニズムを説明できないことが明らかとなった。相互作用に寄与すると考えられる新たな要素としては、
ハイドロフォビン N 末端側領域の正電荷密集度、ハイドロフォビン N 末端側領域内の疎水性残基や負
電荷残基の配列、ハイドロフォビンとクチナーゼの分子同士の形状が鍵と鍵穴のようにはまり込む 
induced fit の可能性が考えられる。そこで、今後は A. oryzae RolA と A. nidulans RodA の間の N 末端側
領域を置換したキメラハイドロフォビンを作製し、CutL1 や rCut1、rCut2 との相互作用を解析する予定
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である。これにより、クチナーゼとの相互作用が N 末端側領域のみで説明可能であるか、それともハイ
ドロフォビン全体の構造が相互作用に寄与しているのかを明らかとし、より詳細な相互作用メカニズム
解明につなげたい。 
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Table 5-1 Summary of the ionic interaction between hydrophobins and cutinases. 
hydrophobin rRodA rRodA rRodA RolA 
cutinase rCut1 rCut2 CutL1 CutL1 
combination 
homologous 
(A. nidulans) 
homologous 
(A. nidulans) 
heterologous 
homologous 
(A. oryzae) 
minimal dissociation 
constant (KD) 
large middle middle low 
maximum binding value 
(Bmax) 
large large very low middle 
pH sensitivity middle high - low 
ionic strength sensitivity middle low middle large 
source this study this study this study 
Takahashi et al, 2005; 
Takahashi et al, 2015 
-: not tested. 
 
Solid surface 
Ionic interaction 
KD = 260.7 nM 
(at pH 6) 
KD = 550.8 nM 
(at pH 6) 
Hydrophobin 
RodA 
Cutinase 
Cut2 
Cutinase 
Cut1 
Figure 5-1. Ionic interaction between hydrophobin RodA and cutinase Cut1, Cut2.  
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